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the regulation of glucose homeostasis.  In the postprandial state,  insulin  is released to 
promote glucose uptake from the blood in insulin sensitive organs, i.e. the liver, muscle 
and fat, and to suppress hepatic glucose production. The insulin deficient state of type 






level  of  glycated  hemoglobin  (HbA1C)  is  used  as  a measure  for  the  average  plasma 
glucose  levels over a  longer  time. Low blood glucose  levels due  to  insulin medication 








physiological  range. When  plasma  glucose  levels  fall  below  3.9 mmol/L,  glucagon  is 
released by the pancreatic α‐cell. Pancreatic α‐cells lie in close vicinity of the β‐cells in 
the  pancreas.  Since  insulin  usually  blocks  the  α‐cells,  it  is  thought  that  release  of 
 5  Chapter 1 
glucagon  is  the  result of  α‐cell disinhibition due  to decreasing  insulin  secretion.  Low 
insulin  and  elevated  glucagon  levels  act  in  concert  to  immediately  promote 
glycogenolysis  and  gluconeogenesis  in  the  liver.  Furthermore,  mild  hypoglycemia 
stimulates  the  adrenal  medulla  to  release  adrenaline,  which  promotes  hepatic 
gluconeogenesis and reduces peripheral glucose uptake. Autonomic warning symptoms 








Figure  1.1:  Glucose  thresholds  for  normal  responses  to  hypoglycemia  in  healthy 
subjects. When plasma glucose levels fall below the physiological range of ~4.5 mmol/L, 
insulin  release by  the  β‐cell  is  suppressed). Plasma glucose  levels below ~3.9 mmol/L 
elicit  the  release  of  glucagon  and  adrenaline.  Lower  glucose  levels  are  required  to 
provoke autonomic symptoms, neuroglycopenia, cognitive dysfunction or coma.  
Glucose counterregulatory hormone and symptom responses are aimed at prevention 
of  hypoglycemia  and  restoration  of  normoglycemia  before  hypoglycemia  affects  the 




In  contrast,  insulin  treatment  puts  patients  with  T1DM  at  continuous  risk  of 
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hypoglycemia  (3). This  increased  risk  is  in part  the  consequence of alterations  in  the 
defensive mechanisms against hypoglycemia. Indeed, when  insulin  is  injected, there  is 




Figure  1.2:  Plasma  glucose  levels  are  sensed  by  specific  cells  in  the  brain  and  in  the 
pancreatic β‐cells. When plasma glucose levels drop, a series of responses is initiated to 













After  a  couple  of  years,  the  glucagon  response  to  hypoglycemia  is  often  absent  in 
patients  with  T1DM.  This  absence  is  closely  linked  to  complete  loss  of  the  β‐cell 
function, and possibly the result of disappearance of insulin’s regulatory action on the 
α‐cells within the  islets. Parenthetically, the  impaired glucagon response  is functional, 
not structural, since the response to other stimuli, such as arginine, remains intact. As a 
consequence, patients with  T1DM  solely depend  on  the  adrenaline  response  to  and 
generation of autonomic warning symptoms during hypoglycemia. Since glucagon is not 
critical for normal glucose counterregulation, these responses, which are under central 
control,  are  usually  sufficient  to  prevent  severe  hypoglycemia when  they  are  intact. 
However,  both  the  adrenaline  response  and  the  generation  of  symptoms  become 
attenuated and the thresholds for these responses typically shift to lower glucose levels 
in  the  majority  of  patients  with  longstanding  T1DM.  Like  glucagon,  the  impaired 
adrenaline and symptom responses are not the consequence of structural defects; e.g. 
the  adrenaline  response  to  fear  or  exercise  is  unaffected.  These  counterregulatory 
defects put patients at substantial greater risk of severe and prolonged hypoglycemia, 
especially  since  neuroglycopenic  symptoms  like  concentration  difficulties,  blurred 
vision and confusion can be similarly suppressed or  interfere with appropriate action 
being  taken.  As  can  be  expected,  patients  and  their  relatives  often  fear  severe 
hypoglycemia because of loss of control and possible damage, either direct or indirect.  
The ultimate  form of  counterregulatory defects  in T1DM  is a  clinical  condition  called 
hypoglycemia  unawareness.  This  condition  affects  around  30%  of  patients  with 
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longstanding  T1DM  and  is  characterized  by  repeated  and  prolonged  hypoglycemia 
where  symptoms  only  appear  at  very  low  glycemic  levels,  or  do  not  appear  at  all. 
Patients with hypoglycemia unawareness have  to  rely on neuroglycopenic  symptoms 
for proper recognition of hypoglycemia and their risk of severe hypoglycemia  is up to 
six‐fold higher than in patients with normal hypoglycemic awareness. Observations that 
a  recent  hypoglycemic  event  can  diminish  the  counterregulatory  hormone  and 
symptom  responses  to  subsequent, next‐day, hypoglycemia  in both non‐diabetic and 
diabetic  subjects have provided evidence of a key  role  for hypoglycemia  itself  in  the 
development  of  counterregulatory  defects  in  T1DM  (6).  Because  counterregulatory 
defects  increase  the  risk  for hypoglycemia, a vicious  cycle of  recurrent hypoglycemia 
and progressive counterregulatory  impairments may eventually  lead  to hypoglycemia 
unawareness.  
The brain is the principal vital organ affected by hypoglycemia. In turn, the brain is also 
the key organ  regulating counterregulatory  responses  to  impending hypoglycemia, so 
as  to  assure  constant  glucose  delivery  under  conditions  of  deprivation.  Finally,  the 









cellular  functions.  In  the brain  the primary metabolic substrate  to generate energy  is 
glucose.  Since  the  tissue  concentrations of  glucose  and  those of other  carbohydrate 




GLUT‐3  are  not  dependent  on  insulin  for  glucose  transport.  Only  a  concentration 
gradient between  the blood and brain compartment  is necessary  to  facilitate glucose 
transport. Within  the  brain,  glucose  is  rapidly  distributed  over  the  intercellular  and 
intracellular space. Neurons and astroglial cells absorb glucose via GLUT‐1 and GLUT‐3 
transporters,  respectively. Recently  it was demonstrated  that  glucose  transport over 
the BBB under normo‐ and hyperglycemic conditions can be described with reversible 
Michaelis‐Menten (MM) kinetics (7).  
As  opposed  to  standard  MM  kinetics,  reversible  MM  kinetics  posits  that  glucose 
transport  into  the  brain  depends  on  the  concentration  of  glucose within  the  brain 
(glucose  exits  and  enters  the  brain,  figure  1.3).  This  results  in  a  linear  relationship 
between substrate  (plasma glucose) and product  (brain glucose)  (equation 1.1), while 
in  the  standard model brain glucose concentrations  levels off at high plasma glucose 





Figure  1.3:  Glucose  transport  as modeled  by  reversible MM  kinetics  (Tin  andTout  are 

















         [1.1] 
Reversible MM  equation  describing  glucose  concentrations  in  the  brain  (Glcbr)  as  a 
function of plasma glucose  levels  (Glcpl),  the physical distribution of glucose over  the 
brain (Vd=0.77) and the MM kinetic parameters for maximal transport over the cerebral 
metabolic  rate  of  glucose  (Tmax/CMRglc)  and  substrate  concentration  at  half‐maximal 
transport (Kt)(7). 
Within  the  brain,  neurons  are  responsible  for  signal  transduction  to  enable 









mol of glucose, as well as  two moles of NADH, an electron donor  that  is  required  to 
produce ATP by oxidative phosphorylation. 
 








one mol of NADH. Acetyl‐CoA  is used as carbon source  for  the TCA cycle  (figure 1.5). 





located within  the  inner membrane, while  the  steps of oxidative phosphorylation are 
taking place over the inner membrane as depicted in this figure.  
The metabolic processes in the brain are compartmentalized in different cell types. The 
neurons mainly metabolize  glucose, while  the  astroglial  (or  astrocytic)  cells  are  also 
able  to  use  lactate,  acetate  or  β‐hydroxybutyrate.  Via  cellular  coupling  energy‐
substrates can be  transferred  from astroglia  to neurons, a process known as  lactate‐
shuttling  (9).  Furthermore  the  cells  are  coupled  via  the  glutamate‐glutamine  cycle. 
Glutamate  is  a  neurotransmitter  that  is  linked  to  the  TCA  cycle  at  the  level  of  α‐
ketoglutarate.  The  glutamate  concentration  in  neurons  is  high;  in  glutamatergic 
neurotransmission  it  is  released  into  the  synaptic  clefts  to  signal another neuron. To 
prevent  overstimulation  glutamate  is  quickly  removed  from  the  synaptic  cleft  by 
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astroglial  cells.  In  these  cells  glutamate  is  immediately  converted  into  glutamine,  so 
that  the  concentration  of  glutamate  becomes  very  low,  and  that  of  glutamine  high. 
Glutamine  is shuttled back to the neuronal cells and rapidly converted  into glutamate 
to  replenish  the  glutamate  stores.  Figure  1.7  shows  a  physiological  picture  of  the 
neuronal‐astroglial coupling.  
 





Deprivation of  glucose  can  lead  to  cerebral dysfunction,  seizures, brain damage  and 
coma. To prevent this, the brain registers glucose deficits by glucose sensing neurons in 
the  ventromedial hypothalamus  (VMH). When  glucose  levels decrease  this  invokes  a 
series of physiological actions to raise plasma glucose levels, as described previously in 
this  chapter. When  this mechanism  does  not  increase  glucose  availability  there  are 
several potential mechanisms to increase substrate delivery or to decrease the need for 
substrates to preserve essential brain functions and to reduce potential damage. 
Theoretically,  chronic  or  repeated  hypoglycemia  may  increase  glucose  transport 
capability  to  augment  glucose  availability.  This mechanism was  indeed  shown  to  be 
present  in  rats  (11,12),  but  studies  in  humans  (with  and  without  T1DM)  were  not 
conclusive, which  is probably due to differences  in subject selection and experimental 
design. One study found a maintenance of glucose transport rates under hypoglycemic 
conditions  compared  to normal plasma  glucose  levels  in patients with hypoglycemia 
unawareness  (13). Other studies, however, did not find  increases  in glucose transport 
capability  in  healthy  humans  that  had  been  subjected  to  repeated  hypoglycemia 
(14,15), nor in patients with poorly controlled T1DM (16). In addition, glucose transport 
capability  did  not  differ  between  T1DM  patients  with  and  without  hypoglycemia 
unawareness  (17).  These  result  suggest  that  in  human  subjects  adaptations  towards 
hypoglycemia  must  be  located  in  cerebral  glucose  metabolism,  rather  than  in  the 
glucose uptake over the blood‐brain barrier.  
Within  the brain cells  there  is a small glycogen storage  that can be rapidly converted 
into free glucose upon  induction of hypoglycemia.  It was shown that glycogen  is used 
during  hypoglycemia  and  replenished  afterwards  when  normoglycemia  has  been 
restored  in  healthy  subjects,  but  when  they  had  repeated  hypoglycemic  episodes 




in  T1DM  patients  unaware  of  hypoglycemia  glycogen  supercompensation  was  not 
observed (20).  








infusing  lactate  (22,23) or beta‐hydroxybutyrate  (24) during hypoglycemia masks  the 
symptoms  of  hypoglycemia.  This  is  believed  to  be  a mechanism  to  protect  cerebral 
functioning by providing an alternative fuel, but since this also prevents hypoglycemic 
symptoms  to appear  it  is eventually not beneficial; normal glycemic  levels will not be 
restored and the risk of severe hypoglycemia will increase. In a study in rats subjected 
to recurrent episodes of hypoglycemia  it was also demonstrated that  in a subsequent 




For  instance glutamate  can be  converted  into  α‐ketoglutarate  to  replenish TCA  cycle 
intermediates. Subsequently, glutamine pools need  to be  replenished. This occurs by 
the pyruvate carboxylase  (PC)  reaction, where pyruvate  is directly converted  into  the 
TCA cycle intermediate oxalo‐acetate. The expression of PC is localized in the astroglial 
cells solely, and therefore glutamine cycling is necessary (26).  
A  powerful  tool  to  study  the  dynamics  of  glucose  metabolism  in  the  brain  non‐
invasively  is 13C MR spectroscopy. The  implementation and application of this method 
to  the human brain has been central  in  the work performed  for  this  thesis. The next 
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Magnetic  resonance  (MR)  employs  the  physical  principle  of  nuclear  spin  to  obtain 
information of an object. Magnetic resonance imaging (MRI) is the best known variant 
of this technique and has been used for medical  imaging of soft tissues for over three 
decades.  Nuclear magnetic  resonance  (NMR)  and magnetic  resonance  spectroscopy 
(MRS)  refer  to  the  same  method  to  observe  molecular  structures.  While  the 
abbreviation NMR is mostly used in a laboratory environment, MRI and MRS are more 
commonly  used  for  examinations  of  living  subjects.  This  difference  in  nomenclature 
occurred  because  clinicians  considered  that  the  negative  connotation  of  the  term 
‘nuclear’ may evoke undesirable and unrealistic fears for this technique. The first NMR 




in  1991.  MR  imaging  was  introduced  after  the  implementation  of  magnetic  field 
gradients of which the value was independently demonstrated by P. Lauterbur (30) and 







in  a  magnetic  field  can  be  described  by  a  classical  and  by  a  quantum‐mechanical 
description.  The  latter  theory  is  most  accurate  and  necessary  to  understand  spin 
interactions  like  in polarization  transfer sequences. The classical approach  is however 
more suited to understand the basic principles of MR imaging. Here the semi‐quantum 
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1.2,  in  which  the  gyromagnetic  ratio  (γ)  is  a  characteristic  property  of  the  isotope 
involved. 
Lγμ                  [1.2] 
 









and β”. The energy difference between  the states  increases with  increasing magnetic 





















N               [1.5] 

























Figure  1.10:  Individual  spins  aligned with  the magnetic  field,  the  net magnetization 
vector is in the z‐direction (adapted from R. de Graaf (32)) 
In an MR experiment the equilibrium state is perturbated to obtain information of the 






field, by a  loop current  in a coil. This  induces a torque that attracts the magnetization 











magnetic  field  is applied  (figure 1.11B). The  rotation angle  is defined by  the duration 
and  the strength of  the RF‐pulse. When  the magnetization ends up  in  the  transversal 
plane  this  is  called a 90°‐pulse. A 180°‐pulse  is achieved by providing  twice as much 
power  or  by  doubling  the  time  of  the  pulse  by  which  the magnetization  vector  is 
aligned along the –z direction.  
Quantum mechanically  this process can be described as  in  figure 1.12. Due  to  the B1 







When  the B1‐field  is  turned off  the  spins  continue  to  rotate  in  the  transversal plane 
(x’,y’), the phase coherence of the spins is lost rapidly due to small changes in the local 
magnetic  field  induced  by  surrounding  spins.  This  process  is  called  spin‐spin,  or  T2 
relaxation.  Transverse  magnetization  is  lost  even  more  rapidly  when  the  macro 
magnetic  field  is  inhomogeneous.  The  combined  effect of  spin  interactions  and  field 
inhomogeneities  is  called  T2*  relaxation. While  T2  is  a  property  endogenous  to  the 
tissue,  T2*  relaxations  can  be  influenced  by  manipulation  of  the  magnetic  field 
homogeneity.  
The loss of phase coherence is a faster process than the return to the equilibrium state 
of  the  spins,  causing  the  reappearance  of M0  in  the  z‐direction.  This  is  called  spin‐
lattice, longitudinal or T1 relaxation. Like T2 relaxation, the T1 relaxation time is specific 
for  the  tissue,  and  by manipulating  the  order  and magnitude  of  the  RF‐pulses  it  is 
possible to change the contrast in an image towards the different relaxation properties.  
The precessing  spins  sweep  through  the  transversal plane, which  causes  a magnetic 
field change and therefore an oscillating current in the receive coil. The signal received 






The  frequency components of  the FID can be decomposed by Fourier  transformation 
into a frequency spectrum with a characteristic resonance frequency for each nucleus 
depending on its chemical environment. The electrons surrounding the nucleus cause a 
small magnetic  field  change  (Δω=ω‐ωref)  that deviates  from  the  Larmor  frequency of 






ωωδ                 [1.7] 
The  electron  clouds  of  atoms  can  influence  each  other  through  space  and  through 
chemical bounds. Comparable  to chemical shift,  this changes  the  local magnetic  field 
and  causes  shifts  of  the  resonance  frequencies.  Coupling  through  space  (dipolar 
coupling)  is  canceled mostly  due  to  tumbling  of  the molecules.  Chemical  bonds  are 
however stable and result in scalar coupling, also referred to as spin‐spin coupling or J‐




presence  of  chemical  bonds  the  Pauli  exclusion  criterion  demands  the  neighboring 
electrons  to be anti‐parallel. This makes  the state  in which  the nuclear spins point  in 
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to  spatially  localize  the  signal  for  an  image.  The  spatial  localization  is  achieved  by 
applying magnetic  field gradients  in  three orthogonal directions during  the MR pulse 
sequence.  These  gradients  make  the  magnetic  field  strength  dependent  on  the 
position. The signals of all 1H spins of water will receive a specific frequency and phase, 
which is dependent on their spatial position. By Fourier transformations the location of 
the  signals  can  be  retrieved.  The  contrast  of  the  image  depends  on  the MR  pulse 






at  a  single  time  point.  It  is  also  possible  to  acquire  dynamic  information  by 
manipulation of  the physiological  state,  for  instance  the depletion and  restoration of 






It  is  also  possible  to  perform MR  on  non‐radiating  isotopes  that  are  normally  not 
present in the human body (for instance 19F, which is present in chemotherapeutics for 
cancer  treatment) or have  a  very  low natural  abundance  like  13C  (where  13C‐labeled 
substances  are  introduced  to  the  body). With  these  types  of MRS  it  is  possible  to 
acquire  dynamic  information  on  uptake  and  metabolism  of  the  administrated 
compound without a physiological challenge. Spectra of such experiments are acquired 
over  time  to derive dynamic  information on  the metabolic processes  that  cause  the 




















1H  1/2  42.58  127.73  99.985  1 
13C  1/2  10.71  32.12  1.108  1.76·10‐4 
31P  1/2  17.25  51.76  100  6.65·10‐2 
19F  1/2  39.43  118.28  100  0.833 
*Calculated as product of MR sensitivity  (proportional  to gyromagnetic  ratio) and  the 
natural abundance of the isotope 
In MRS experiments the  localization of the signals can be determined  in several ways. 
The  simplest  one  is  by  placing  a  small  receive  coil  adjacent  to  the  area  of  interest. 
Obviously,  this  is a  very  rough  localization method. More  sophisticated methods use 
RF‐pulses in combination with gradients, analogous to MR imaging, to select a region of 
interest  or  voxel.  Three  basic methods  are  recognized.  Stimulated  echo  acquisition 
mode  (STEAM)  and  point‐resolved  spectroscopy  (PRESS)  are  single‐shot  techniques, 
and  therefore relatively  insensitive  to motion artifacts.  In STEAM 50% of  the signal  is 
lost, but signal loss due to T2‐relaxation is less than in the PRESS sequence because it is 
easier  to  select  shorter  echo  times.  Image  selected  in  vivo  spectroscopy  (ISIS) 
localization  consists  of  solely  180°  inversion  RF‐pulses.  During  localization,  the 
magnetization is in the longitudinal direction. This prevents the loss of signal due to T2‐
relaxation. The drawback of  ISIS  is however  that  it needs 8 acquisitions  to  localize a 
voxel and  therefore  is prone  to motion artifacts. For brain examinations of  the brain 














To be able  to perform  13C MR spectroscopy  in an optimal way  it  is necessary  to have 
dedicated MR  sequences. The  signal  to noise  ratio of direct observed  13C MR  signals 
(FID)  is  low.  It  is  therefore  recommended  to either use  indirect detection by proton‐
observed  carbon‐edited  (POCE)(36),  or  polarization  transfer  techniques  like 
distortionless enhanced polarization transfer (DEPT)(37). With the indirect method only 





and  the  benefits  of  the  large  chemical  shift  dispersion  in  the  carbon  spectrum  are 
maintained. With both  techniques  it  is possible  to perform  localization based on  the 
proton signal, which  is much easier  to achieve  than with direct observed  13C MRS, as 
the  chemical  shift  dispersion  of  proton  is much  lower  than  of  carbon.  In  this  thesis 






with a circularly polarized  13C coil  insert, which consists of  two elements placed with 
magnetic  fields perpendicular  to each other. A  lumped element 90 hybrid  is used  to 
split and combine  the  transmitted power and received signal respectively. The hybrid 




Figure  1.18:  Transverse  section  of  the  position  around  the  head  of  the  birdcage  1H 
volume coil and two 13C coil elements forming a circularly polarized 13C coil.  
Sequential	ISIS	DEPT	sequence	
Throughout  the work  described  in  this  thesis  a  distortionless  enhanced  polarization 
transfer (DEPT, (40)) sequence was used to increase SNR of the carbon signals. This was 
combined  with  ISIS  localization  and  broadband  1H‐decoupling  (WALTZ‐16  (41))  for 
removal of peak splitting. In figure 1.19 a scheme of the full sequence is presented.  
 



















The DEPT  sequence  can be best  explained  by  the  operator  formalism, which  uses  a 
quantum mechanical approach. The magnetization  vectors of proton and  carbon are 
depicted  as H  and C.  They  can  either be  affected by  applying  an RF‐pulse, or by  an 
evolution time, during which magnetization is exchanged between coupled spins. For a 
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In  the  experiments  described  in  this  thesis  a  flip  angle  (θ)  of  45°  was  chosen  to 




















































































With  13C MR  spectra  acquired  over  time  and  infusion  of  13C‐labeled  substances  it  is 
possible to derive uptake rates of 13C‐label in different metabolites (figure 1.16B). This 
provides information on the speed of turnover, but needs proper processing of the 13C 
MR  spectra.  This  involves  three major  steps;  spectra need  to be pre‐processed  first, 
than the peaks in the spectra need to be fitted to obtain the signal integral, and lastly, 
the  integrals  need  to  be  quantified  to  obtain  concentrations  of  the  13C‐labeled 
metabolites. 
Since the data is acquired as a function of time (dynamic MRS), patient movement can 
impair optimal  localization,  and  therefore natural  abundant  13C  signals  from  fat may 
contaminate  the  spectra.  Fat  signals  are  present  at  20‐30  ppm  and mainly  obscure 
glutamate and glutamine labeled at the C4 and C3 positions (Glu3 and Glu4). To remove 
those  contaminations  reference  spectra  acquired  before  13C‐label  is  infused  are 
subtracted from the dynamic spectra. Furthermore a moving average can be applied to 
increase  signal‐to‐noise  ratios  (SNR)  of  the  spectra  that  are  used  for  the  analysis. 
Subsequently, spectra need to be filtered and phased, which can be done in the jMRUI 
software package (43). To properly fit the post‐processed spectra it is recommended to 






as  reference  value.  First  the  integrals  of  the  natural  abundance  signals  of mI were 
determined  from  the  sum  of  all  spectra  before  reference  subtraction.  The 
concentration of mI was assumed  to be stable over  time at 6 μmol/g and  it was also 
assumed that it was not labeled with 13C from exogenous glucose over the time frame 




or during  the patient measurement  (external  reference method). With mI or another 
unlabeled  metabolite  as  reference  an  assumption  should  be  made  about  the 
concentration  of  this metabolite, while with  the  latter  two methods  either  the  coil 
loadings or the RF depositions are different compared to the patient measurement and 
therewith obstruct unbiased quantification.  








The  combination of  13C MR  spectroscopy with  the  infusion of  13C‐labeled  substances 
aims  to  acquire  dynamic  information  about  a  metabolic  process.  The  13C  label  is 
incorporated at different carbon positions of multiple metabolites at specific rates. The 
kinetic  information  that  can be derived directly  from  the MR  spectra  is  limited, as  it 
depends on the concentration and the 13C‐enrichment of the infused substances and on 
the infusion protocol. To process these results and to obtain independent information 
on metabolic  fluxes a metabolic model  is needed  (36,46,47). Such a metabolic model 
provides a mathematical representation of the metabolic process of interest and can be 
adapted to include or exclude specific pathways. The model needs to be supplied with 




initial  fluxes.  Subsequently,  the  flux  values  are  iteratively  adapted  to  best  fit  the 
experimental data. 
The  measurement  volume  in  MRS  encompasses  different  cell  types  with  different 
metabolic pathways. Therefore  cerebral metabolic models have been developed  that 
range  from  simple  approaches  in which metabolite  pools  are  lumped  and  only  one 
compartment  is assumed  (47), to  larger models with two or three compartments  (for 
different  cell‐types)(48,49)  involving more  equations  to describe  changes  in  all  small 
metabolite pools separately  (50). The relevance and preciseness of the assessment of 
parameters in the model relies on how good the assumptions in the model are and on 
the amount of data  that  is measured and  fed  to  the model. For  instance,  to apply a 
two‐compartment model  in which neuronal and astroglial cells are separately present 
and  linked via the glutamate‐glutamine cycle (51‐53),  it  is necessary to have data that 
enables differentiation between neuronal and astroglial processes. This depends on the 
choice  of  substrate  that  is  infused.  Glucose  is mainly  absorbed  and metabolized  in 




to assess  information on  total  cerebral metabolism  (55). Dependent on  the  13C  label 
position  in the  infused substances, different carbon positions of one molecule can be 
labeled with 13C (for example, glutamate can be labeled in the C4, C3 and C2 position, 
resulting  in  the different  isotopomers Glu4, Glu3 and Glu2). Care should be  taken  that 
the origin of the 13C‐labels can still be distinguished  in the  isotopomers.  In figure 1.21 




from  [1,2‐13C]glucose  and  [2‐13C]acetate;  round  figures  primary  labeling,  diamonds 
represent secondary labeling in the TCA cycle (36). 






to  include  lactate  concentrations  and  enrichment  of  the  plasma.  As  depicted  in  the 
scheme glucose  is absorbed via  reversible Michaelis‐Menten kinetics, and  the  label  is 
transferred  to  different  metabolites  and  different  label  positions.  When  passing 
through  the  TCA  cycle,  13C‐label  is  first  incorporated  into  the  C4  position  of  α‐
ketoglutarate, and subsequently in the C4 position of glutamate and glutamine. When 







Figure  1.22:  One‐compartment  model  of  [1‐13C]glucose  uptake  adapted  to  include 
uptake  and  release  of  [3‐13C]lacatate.  This  model  was  adapted  from  Henry  et.  al. 
(47,57,58) and used in (59,60). 
In this case the model was fed with plasma glucose and  lactate  levels, as well as with 
plasma  13C  enrichments  of  glucose  and  lactate,  all  used  as  input  functions.  Time‐
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dependent incorporation of 13C to Glu4 and Glu3 was supplied to be fitted by the model 
based  on  the  input  functions.  The model was  implemented  in Matlab  (MathWorks, 
Natick, MA,  USA),  the  differential  equations  were  first  solved  by  an  ODE  (ordinary 
differential  equation)  solver  based  on  the  provided  input  functions  and  initial  flux 
values.  Subsequently  the  values  of  the  fluxes  (VTCA,  Vdil  and  Vgln)  were  changed 












The  general  aim  of  this  thesis was  to  study  the  effect  of  hypoglycemia  on  cerebral 
glucose uptake and metabolism in healthy subjects and in patients with type 1 diabetes 
mellitus.  It  is known that hypoglycemia affects cerebral performance and  functioning, 
but the direct effects on cerebral glucose metabolism are unknown. We hypothesized 
that patients with type 1 diabetes mellitus are expected to have metabolic adaptations 
due  to  regular  and  repeated  episodes  of  hypoglycemia.  This  adaptation  could  be 
present within  the  cerebral metabolism  or  in  the  uptake  of  substrates  for  cerebral 
metabolism. Cerebral metabolism was  studied non‐invasively  in  vivo by  13C MRS. An 
extensive overview of this technology and the details of the settings used in the studies 
performed in the present thesis is provided above.   
It  is  not  straightforward  to  study  the  effects  of  hypoglycemia  on  cerebral  glucose 
metabolism by 13C MRS. The difficulties are  invoked by paradoxical goals that need to 
be  achieved  within  one  experiment.  Enough  [1‐13C]glucose  needs  to  be  infused  to 
obtain sufficient SNR  in  the  13C MR spectra, while at  the same  time glucose  infusions 
need to be  limited to achieve hypoglycemic plasma glucose  levels. To adhere to both 
conditions,  a  feasibility  study was performed  to  test different  [1‐13C]glucose  infusion 
schemes.  The protocols were designed  in  such  a way  that  13C  enrichment  in plasma 
glucose  was  similar  between  the  experiments  performed  under  euglycemic  and 
hypoglycemic conditions  to be able  to directly compare  the results. Furthermore,  the 
experiments were designed to use a minimum amount of 13C‐labeled glucose, in order 
to limit the cost of the experiments. This feasibility study is described in chapter 2. 
The  protocol developed  in  the  feasibility  study was  subsequently  applied  to  healthy 
subjects  to  study  cerebral  glucose metabolism  under  euglycemic  and  hypoglycemic 
conditions.  Participants  of  the  studies  underwent  either  two‐hour  euglycemic  or 
hypoglycemic  [1‐13C]glucose clamps on separate days  in combination with continuous 
acquisition of  13C MR  spectra. A metabolic model was optimized  to derive metabolic 
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fluxes,  such  as  the  TCA  cycle  flux  (VTCA),  of  all  individual  subjects  under  different 
glycemic conditions. In chapter 3 the results of this study are presented.  
To determine cerebral glucose metabolism  in patients with  type 1 diabetes, a similar 




As  an  addendum  to  chapter  3  and  4,  chapter  5  reports  the  comparison  of  two 
quantification methods for plasma lactate. Our preferred method was 1H NMR, though 
due  to  logistical  problems  during  the  experiments  the  accuracy  could  not  be 
guaranteed. Therefore,  these  results were  compared  to  the measurement of plasma 
lactate  concentrations  with  the  Biosen  lactate  oxidation method,  directly  after  the 
blood sample was taken from the patient. 
Plasma glucose  levels are  related  to brain glucose  levels and  this  relationship  is  fit  to 
derive Michaelis‐Menten  kinetic  parameters.  This  provides  important  insight  in  the 
uptake  kinetics  at  hypoglycemic  conditions  which  can  be  affected  by  acute 
hypoglycemia, but also by the recurrent episodes of hypoglycemia that are present  in 
patients with diabetes mellitus  type 1. The  kinetics of glucose uptake  in  the healthy 
brain and  in patients with  type 1 diabetes mellitus are described  in chapter 6. These 
results were derived from the experiments described in chapter 3 and chapter 4. 
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The effect of  insulin‐induced hypoglycemia on  cerebral glucose metabolism  is  largely 
unknown.  13C MRS  is  a  unique  tool  to  study  cerebral  glucose metabolism,  but  the 
concurrent  requirement  for  [1‐13C]glucose  administration  limits  its  use  under 
hypoglycemic conditions. To facilitate 13C MRS data analysis we designed separate [1‐
13C]glucose  infusion  protocols  for  hyperinsulinemic  euglycemic  and  hypoglycemic 
clamps  in  such  a  way  that  plasma  isotopic  enrichment  of  glucose  was  stable  and 







people  with  type  1  diabetes,  however,  loss  of  endogenous  insulin  production  and 
consequent  insulin  injection  therapy may  lead  to  erratic  glucose  fluctuations  and  a 
considerable  risk  of  hypoglycemic  episodes.  Moreover,  failure  of  glucose 
counterregulatory hormone or symptom responses, normally elicited at blood glucose 




13C MR  spectroscopy  is a unique  tool  to  study glucose metabolism  in  the brain non‐
invasively. Because of  the  low natural abundance of  the  13C  isotope  (1.1%) metabolic 
conversions can be visualized after administering 13C‐enriched compounds by  infusion 
or  oral  intake  and  then  monitoring  the  passage  of  the  isotope  through  different 
metabolic  pathways.  Since  more  than  two  decades  13C‐labeled  glucose  has  been 
successfully  applied  for  in  vivo  studies  of  cerebral  glucose  uptake  and  metabolic 
conversions, starting first in animals (2) and later also in humans (3). Since then, studies 
perfomed with 13C MRS or 1H‐observe 13C‐edited MRS  in combination with 13C‐labeled 





capacity  for  glucose  uptake  in  the  brain,  these  studies  have  greatly  advanced  our 
understanding  of  in  vivo  glucose metabolism  by  the  intact  human  brain.  However, 
direct  MRS  assessment  of  brain  metabolism  under  hypoglycemic  conditions  is 









SNR  for  reliable  measurements  at  lower  plasma  13C  enrichment  levels  and  2)  by 
designing a  13C‐enriched glucose  infusion protocol that resulted  in plasma glucose  13C 
enrichment of sufficient magnitude to perform data analysis of 13C signals from glucose 
derived  metabolites.  We  specifically  aimed  for  stable  and  broadly  similar  plasma 
glucose  13C  enrichment  levels  under  both  glycemic  conditions,  so  as  to  facilitate  13C 






Written  informed  consent  was  obtained  from  7  healthy  volunteers  (female,  mean 
age±sd, 21.8±2.0 years) to participate  in one of the protocols of the study. The study 
was approved by  the  institutional  review board of  the Radboud University Nijmegen 
Medical  Centre. All  subjects  came  to  the Magnetic  Resonance  facility  at  8.15  in  the 
morning  in  fasting  condition.  The  brachial  artery  of  the  non‐dominant  arm  was 
cannulated  (Angiocath  20‐gauge,  Beckton  Dickinson,  Sandy,  UT)  under  local 
anaesthesia  (Xylocaine 2%)  for  frequent blood sampling. An  intravenous catheter was 
inserted  into  an  antecubital  vein  of  the  contralateral  arm  for  infusion  of  insulin 
(Actrapid, Novo Nordisk, Bagsvaerd, Denmark) and [1‐13C]glucose 20% (w/w) (Campro, 
Veenendaal,  The  Netherlands)  at  the  required  enrichtment  percentage.  After  an 
equilibration period of 30 minutes, subjects were positioned supine on the MR scanner 
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protocols  which  included  a  eu‐  and  a  hypoglycemic  period,  as  a modification  to  a 
previously  described  method  (13).  All  clamps  were  initiated  30  minutes  after  the 
subject was placed into the scanner and baseline MRS data had been acquired.  
Protocol  1  (n=4).  This  protocol  consisted  of  a  hyperinsulinemic  euglycemic‐
hypoglycemic clamp  in which plasma glucose was sequentially clamped at 5.0 mmol/L 




enriched  [1‐13C]glucose  during  euglycemia.  During  hypoglycemia  100%  enriched  [1‐
13C]glucose was used in one volunteer to maximize SNR in this phase. Later experiments 
were  performed  with  30%  enriched  [1‐13C]glucose  during  hypoglycemia.  The  [1‐
13C]glucose infusion rate was adjusted by arterial plasma glucose levels measured at 5‐
minute  intervals  to maintain  plasma  glucose  at  the  target  level,  while  part  of  the 
sampled  blood  was  stored  for  later  determination  of  plasma  glucose  isotopic 
enrichment. 
Protocol  2  (n=3).  This  protocol  consisted  of  hyperinsulinemic  euglycemic  and 
hypoglycemic  clamp  studies  performed  in  random  order,  separated  by  four weeks. 
During both clamps, the insulin infusion rate was set at 120 mU.m‐2.min‐1 for 10 minutes 
and  then  at  60 mU.m‐2.min‐1  for  the  remainder  of  the  experiments.  Except  for  the 
similar  bolus  of  100%  labeled  [1‐13C]glucose  at  the  beginning  of  each  clamp,  [1‐
13C]glucose with 40% fractional enrichment was used for the euglycemic clamp and [1‐







All  studies were performed on  a 3T MR  system  (Magnetom Trio,  Siemens, Erlangen, 
Germany).  In protocol 1  a  combination of  a  1H  circularly polarized  and  a  13C  linearly 
polarized surface coil (14) was used for the first volunteer. Acquisition was performed 





sequence  for  1H  to  13C  polarization  transfer  combined with  1H‐ISIS  localization  (12). 
Adiabatic  13C  pulses were  used  in  all  sequences  to  ensure  homogeneous  excitation 
using the 13C coils, as well as WALTZ‐16 proton decoupling (15) to simplify the spectra 
and  enhance  SNR.  In  all  experiments  one  spectrum  consisted  of  72  repetitions  of  2 
seconds  allowing  a  time  resolution  of  2.5  minutes.  Eight  reference  spectra  were 
obtained  before  the  start  of  [1‐13C]glucose  infusion,  to  correct  dynamic  spectra  for 
natural abundance 13C signal and residual  lipid signals.  In the unlocalized experiments 





The  reference  spectra  were  averaged  and  subtracted  from  the  dynamic  spectra  to 
remove  all  natural  abundance  13C  signals  including  those  originating  from  lipids.  To 
enhance  SNR  the  corrected  spectra were  added  in  running  averages of  15 min.  The 
spectra were  fitted  in  jMRUI  (16) with  the  AMARES  algorithm  (17).  The  SNR  of  the 




Arterial  blood was  sampled  for  all measurements.  Plasma  glucose was measured  in 










In all experiments, plasma glucose  levels peaked 10‐15 minutes after  initiation of  the 
clamps at 7‐8 mmol/L.  In protocol 1 glucose  levels  stabilized  first at 5.5±0.2 mmol/L, 






corresponding  fractional  13C  isotopic  enrichment of plasma glucose  (panels C and D). 
Data from 1 subject receiving 100% enriched [1‐13C]glucose during hypoglycemia (gray) 






subsequently  remained  stable  during  the  euglycemic  phases  of  all  protocols. During 
hypoglycemia,  fractional  enrichment  increased  steeply  when  100%  enriched  [1‐
13C]glucose  was  infused  and  decreased  when  the  30%  enriched  [1‐13C]glucose  was 
continued, despite doubling of the insulin infusion rate (protocol 1, figure 2.1c). The use 
of  different  label  percentages  for  the  separate  euglycemic  and  hypoglycemic  clamp 
experiments (protocol 2, figure 2.1d) resulted in stable and comparable plasma isotopic 
enrichment  of  [1‐13C]glucose  during  euglycemia  (36.0±0.6%)  and  hypoglycemia 
(34.6±1.4%).  
During  all  experiments  13C MR  spectra were  acquired  continuously,  clearly  showing 




hypoglycemia.  The  course  of  label  incorporation  into  various  glucose  metabolic 
compounds was  evaluated  from  these  spectra.  The  data  showed  steep  increases  of 
label  incorporation  into glutamate‐C4 during  the  first 30 minutes  followed by a more 
gradual increase for the remainder of the experiments. The experiment in which 100% 
[1‐13C]glucose was used during the hypoglycemic phase of the clamp showed ongoing 






(protocol 2), averaged over 20 minutes. B)   Curves of Glutamate‐C4  signal  integral  in 
protocol  2  as  a  function  of  time  under  hypoglycemia  (light  gray),  under  euglycemia 
(dark  gray)  and  for  protocol  1,  where  a  euglycemic  period  with  30%  enriched  [1‐









MRS  sensitivity  enables  the  use  of  13C  MRS  at  3T  for  investigating  brain  glucose 
metabolism  under  in  vivo  euglycemic  and  hypoglycemic  conditions.  To  do  so,  we 
optimized MRS  hardware  and  sequences  and  tested  various  infusion  protocols. Our 
final  protocol,  consisting  of  euglycemic  and  hypoglycemic  clamps  performed  on 




Several  factors  potentially  limit  the  use  of  13C  MRS  under  eu‐  and  hypoglycemic 
conditions for dynamic studies of glucose metabolism  in the brain. The  low sensitivity 
of  13C  MRS  requires  infusion  of  large  amounts  of  13C‐enriched  glucose,  whereas 
activated glucose  counterregulation  increases endogenous glucose production during 
hypoglycemia,  thus  reducing  the  requirement of exogenous glucose and  therefore of 
[1‐13C]glucose.  It  was  not  feasible  to  perform  eu‐  and  hypoglycemic  clamps 
consecutively in one experiment for a number of reasons. First, the ‘history’ of 13C label 
at  the  start  of  the  hypoglycemic  period  complicates  the  already  challenging  data 
analysis.  Secondly,  such  experiments  would  take  considerably  longer  for  plasma 
isotopic  enrichment  to  stabilize  during  hypoglycemia,  if  at  all  possible  considering 
subject discomfort. These issues were overcome by performing the clamps on separate 
occasions,  by  using  a  bolus  of  100%  enriched  [1‐13C]glucose  to  rapidly  obtain  target 
plasma  enrichment  levels,  and  by  using  higher  [1‐13C]glucose  label  percentages  for 
hypoglycemic experiments. Glucose  13C enrichment values  thus obtained were  stable 
and of equivalent magnitude, which makes current results directly comparable and may 
aid  in  future  data  analysis.  However,  this  approach  assumes  little  intra‐individual 




Performing  13C MRS of  the brain under euglycemic  conditions may prove valuable  to 
study  in vivo brain glucose metabolism  in situations where  the assumption of  limited 
glucose transport over the blood‐brain barrier is not valid, such as in brain tumors. The 
successful application of  13C MRS of  the brain under hypoglycemic conditions creates 
new  opportunities  to  investigate  the  effect  of  hypoglycemia  on  cerebral  glucose 
metabolism beyond  the blood‐brain barrier directly. The use of  [1‐13C]glucose  at 40‐
50% isotopic enrichment resulted in sufficient SNR for volumes of ~125 ml, at costs that 
are much lower than would have been the case with higher isotopic enrichment or with 
the  use  of  [1,6‐13C]glucose  (4).  Potentially,  however,  the  use  of  higher  isotopic 
enrichment  would  enable  measurements  in  smaller  voxels,  so  that  information  of 
specific  parts  of  the  brain,  for  example  in  the  glucose  sensing  region  of  the 
hypothalamus, can be obtained.  
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The  objective  of  this  study  was  to  investigate  the  effect  of  acute  insulin‐induced 
hypoglycemia  on  cerebral  glucose metabolism  in  healthy  humans, measured  by  13C 
magnetic  resonance  spectroscopy  (MRS).  Hyperinsulinemic  glucose  clamps  were 
performed  at  plasma  glucose  levels  of  5  mmol/L  (euglycemia)  or  3  mmol/L 
(hypoglycemia)  in  random  order  in  eight  healthy  subjects  (four  women)  on  two 
occasions,  separated  by  at  least  three weeks.  Enriched  [1‐13C]glucose  20% w/w was 
used  for the clamps to maintain stable plasma glucose  labeling. The  levels of the  13C‐
labeled  glucose metabolites  glutamate  C4  and  C3, were measured  over  time  in  the 
occipital  cortex  during  the  clamp  by  continuous  13C MRS  in  a  3T MR  scanner.  Time 
courses of glutamate C4 and C3 labeling were fitted using a one‐compartment model to 
calculate metabolic  rates  in  the  brain.  Plasma  glucose  13C  isotopic  enrichment  was 
stable  at  35.1±1.8%  during  euglycemia  and  at  30.2±5.5%  during  hypoglycemia. 
Hypoglycemia  stimulated  release  of  counterregulatory  hormones  (all  p<0.05)  and 
tended to increase plasma lactate levels (p=0.07). After correction for the ambient 13C 
enrichment values,  label  incorporation  into glucose metabolites was virtually  identical 
under  both  glycemic  conditions.  Calculated  tricarboxylic  acid  cycle  rates  (VTCA) were 
0.48±0.03  μmol/g/min  during  euglycemia  and  0.43  ±  0.08  μmol/g/min  during 
hypoglycemia (p=0.42). These results indicate that acute moderate hypoglycemia does 




Hypoglycemia  is  a  major  threat  for  brain  function,  since  the  brain  depends  on  a 
continuous  glucose  supply  as  principal  source  of  energy.  Thus,  glucose 
counterregulatory  responses are usually  initiated when glucose  levels  fall below ~3.8 
mmol/L  to quickly  restore euglycemia and maintain  sufficient glucose delivery  to  the 
brain  (1).  The  glucose  level  at  which  cognitive  function  declines  is  not  fixed,  but 








metabolism. Various  studies  have  indicated  altered  cerebral  glucose  handling  during 
even mild symptomatic hypoglycemia. When  the brain  is supplied with an alternative 
energy source during hypoglycemia, such as lactate, the threshold level for initiation of 
glucose  counterregulation  shifts  to  lower  glucose  levels  (4),  and  performance  on 
cognitive function tests is maintained better (5). In accordance, upregulation of lactate 
transport  into  the  brain  during  hypoglycemia  has  been  associated  with  glucose 
counterregulatory  defects  (6).  Using  1H  Magnetic  Resonance  Spectroscopy  (MRS), 
Bischof and co‐workers  reported discrete effects of moderate hypoglycemia  (glucose, 
~3.1 mmol/l)  on  cerebral  glucose‐derived metabolite  levels  in  healthy  volunteer  (7). 
Finally, positron emission  tomography  (PET)  studies with  fluor‐18‐fluorodeoxyglucose 
(FDG) and [11C]‐O‐methyl‐D‐glucose (CMG) have demonstrated regional, but not global, 
changes  in  cerebral  glucose metabolism  based  on  tracer  uptake  in  the  brain  during 
hypoglycemia  in patients with diabetes  (8,9). Thus, many reports suggest  that human 
brain  glucose  metabolism  changes  under  hypoglycemic  conditions,  but  the  exact 
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can  be  followed  over  time.  To  optimize  the  intensity  of  the  13C  signals  of  these 
metabolites, which occur at  rather  low concentration, most studies applying dynamic 
13C MRS to the human brain have been performed under hyperglycemic conditions. We 
have previously developed  a  specific protocol  that has  enabled us  to  apply  13C MRS 
with  infusion  of  13C‐labeled  glucose  under  both  euglycemic  and  hypoglycemic 











examined  on  two  occasions,  once  under  euglycemic  conditions  and  once  under 
hypoglycemic conditions, scheduled  in  random order and separated by at  least  three 




Subjects  came  to  the magnetic  resonance  (MR)  research  facility  at  8  AM  after  an 
overnight  fast  and  after  having  abstained  from  alcohol  and  caffeine  containing 
substances for 24 hours. The brachial artery of the non‐dominant arm was cannulated 
under  local  anesthesia  for  frequent  blood  sampling.  An  intravenous  catheter  was 




administration  of  exogenous  13C  labeled  material  during  the  next  30  minutes. 
Subsequently,  a  hyperinsulinemic  (60  mU/min/m2,  equaling  approximately  1.5 
mU/min/kg) euglycemic (5.0 mmol/l) or hypoglycemic (3.0 mmol/l) glucose clamp was 
initiated with [1‐13C]glucose 20% w/w, as described previously  (12). Briefly, a bolus of 
30 mL of 100% enriched  [1‐13C]glucose 20% w/w was  infused over 10 minutes at  the 
initiation of the clamp, to rapidly increase plasma 13C enrichment. For the remainder of 
the  experiments,  variable  infusions of 40% or 50%  enriched  [1‐13C]glucose 20% w/w 
were  infused  during  the  euglycemic  and  hypoglycemic  experiments,  respectively,  in 
order  to maintain  plasma  glucose  levels  at  predetermined  target  values.  Blood was 
sampled  every  5  minutes  for  immediate  determination  of  plasma  glucose  by  the 
glucose  oxidation  method  (Beckmann  Glucose  Analyzer  II,  Fullerton,  CA)  and  later 
determination  of  plasma  13C  isotopic  enrichment  of  glucose  and  lactate  by  high 
resolution proton nuclear magnetic  resonance  (1H NMR) at 500 MHz  (15,16). Plasma 
lactate  concentration was  also determined  from  1H NMR  spectra.  Every  30 minutes, 
additional  blood  was  sampled  for  measurement  of  insulin  and  counterregulatory 
hormones, as described previously (12).  
Magnetic	resonance	spectroscopy	





(1H  ISIS)  localization  (18) was  used  for  acquisition  of  13C MR  spectra.  Adiabatic  13C 
radiofrequency pulses were used  in all  sequences  to ensure homogeneous excitation 
using the 13C surface coil, as well as wideband alternating phase  low‐power technique 
for zero residue splitting (WALTZ‐16) proton decoupling (19) to simplify the spectra and 
enhance  signal‐to‐noise  ratio  (SNR). A voxel of ~125 mL was placed  in occipital brain 
tissue.  In  all  experiments,  one  spectrum  consisted  of  72  repetitions  of  2  seconds 





The eight  13C MR  reference spectra were averaged and subtracted  from  the dynamic 
spectra acquired during the 13C glucose clamp to correct for natural abundance 13C MR 
signals. To enhance the SNR, the corrected spectra were added in running averages of 
15  min.  The  resulting  spectra  were  fitted  with  the  advance  magnetic  resonance 
(AMARES) algorithm (20) in the java‐based MR user interface (jMRUI) software package 
(21). The natural abundance signal of myo‐inositol (mI) was used to quantify glutamate 
C4  and  glutamate  C3  in  the  spectra,  based  on  the  premise  that  mI  has  a  stable 
concentration  of  6  μmol/g  and  is  not  labeled  with  13C  in  the  time  frame  of  the 
experiment (22). The natural abundance signal of mI was quantified in jMRUI from the 




Rates  of  metabolic  fluxes  were  determined  using  a  standard  one‐compartment 
metabolic model  (14,23,24) as depicted  in  figure 3.1  (see  legend  for  further details), 
these  rates  (V) were assessed  from  the  time courses of  incorporation of  13C  isotopes 
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through exchange with unlabeled glutamine  (Vefflux), and  the exchange of  intracellular 
lactate  with  plasma  lactate  (Vdil).  VX,  representing  the  exchange  between  α‐
ketoglutarate and glutamate was assumed to be 5 μmol/g/min. This value was fixed to 
ensure stable fitting.  In  literature there  is no consensus on the value of VX,  it  is either 
determined to be much higher compared to VTCA (25), or to be in the same order of VTCA 
(23,26). However, for this study comparing two datasets, the choice of VX is not critical; 
it will  influence absolute values, but equally  for both datasets and  therefore will not 
compromise  the  comparison  of  the  two  glycemic  conditions.  Data  of  all  individual 
volunteers were  fitted  separately  and  inspected  for  the  goodness  of  fit  by  the  cost 
value,  a  parameter  that  represents  the  difference  between  the  measured 





labeled metabolites. Brain glucose uptake  from  the blood was modeled by  reversible 
Michaelis‐Menten  kinetics  (27). Vgly  represents  the  glycolysis  rate  and has  a  value of 
0.5*VTCA.  The  cycling  of  glutamate  and  glutamine  between  neurons  and  astroglia  is 
approached by  the parameter Vgln, and assumed equal  to VTCA. VTCA, Vdil and Vefflux are 
the free parameters of the model, representing TCA cycle flux, exchange of plasma and 
brain  lactate  and  efflux  of  labeled  glutamine  respectively.  VLDH  represents  lactate 
dehydrogenase and was assumed 3 μmol/g/min; VX represents the exchange between 
α‐ketoglutarate and glutamate over the mitochondrial membrane and was assumed to 
be  5  μmol/g/min.  Furthermore,  the  following  assumptions were made  for  total  pool 





Serial  data  (e.g.  plasma  hormone  and  lactate  levels)  were  compared  by  repeated 





As  a  consequence  of  the  [1‐13C]glucose  bolus,  plasma  glucose  levels  transiently 
increased  to  maximally  7.1±0.4  mmol/L  during  the  euglycemic  experiment  and  to 
6.6±1.0 mmol/L during the hypoglycemic experiment. Thereafter, plasma glucose levels 
were allowed to fall and were maintained stable at 5.1±0.3 mmol/L with a coefficient of 
variation  (CV)  of  4.1±1.0%  during  the  euglycemic  clamp  and  at  3.0±0.4 mmol/L  (CV 
5.9±2.2%) during  the hypoglycemic clamp  (figure 3.2A).  In  response  to hypoglycemia, 
plasma  levels  of  glucagon,  adrenaline,  noradrenaline  and  cortisol  all  significantly 
increased  when  compared  to  baseline  and  when  compared  to  similar  time  points 
during  the  euglycemic  clamp  (table  3.1).  As  expected,  glucose  infusion  rates  were 
approximately  threefold  lower during hypoglycemia  than during  euglycemia  (2.2±0.4 
versus 6.6±0.9 μmol/kg/min, p<0.001).  
Isotopic  enrichment  of  plasma  glucose  also  peaked  immediately  after  the  bolus 
infusion.  From  t=20 minutes onwards, plasma  13C  glucose  labeling was  stable during 




Table  3.1:  Counterregulatory  hormone  and  insulin  values  during  the  euglycemic  and 
hypoglycemic clamps. Statistical tests performed with two‐way ANOVA. 
    Time after start of glucose infusion (min)   
    BL  30  90  120  P‐value 
Glucagon 
(pmol/L)  
Eu  35.5±6.9  30.5±7.2  28.4±7.3  41.4±11.1   
Hypo 27.6±5.1  41.9±19.8  53.6±16.4  77.0±41.9  0.0080 
Adrenaline 
(nmol/L)  
Eu  0.22±0.09  0.24±0.08  0.42±0.20  0.41±0.12   
Hypo 0.20±0.10  0.82±1.22  3.96±2.10  4.84±2.51  <0.0001 
Noradrenaline 
(nmol/L)  
Eu  0.91±0.22  0.97±0.21  1.07±0.26  1.14±0.31   
Hypo 0.94±0.4  1.15±0.39  1.98±1.06  1.96±0.64  0.0316 
Cortisol (μmol/L)  Eu  0.44±0.29  0.53±0.13  0.42±0.15  0.42±0.13   
Hypo 0.47±0.18  0.47±0.17  0.64±0.33  0.89±0.21  0.0048 
HGH (mU/L)  Eu  5.91±7.45  6.14±7.84  14.86±14.43  19.30±18.34   
Hypo 6.17±7.16  14.44±33.19  46.38±47.96  74.09±55.55  0.0462 
Insulin (pmol/L)   Eu  76.6±44.1  777.8±190.7  685.9±114.9  694.1±114.9   






















the  TCA  cycle.  The  isotopic  enrichment  of  the  glutamate  pool  was  lower  under 
hypoglycemic conditions than under euglycemic conditions. However, after correction 








one  compartment metabolic model  (figure  3.1)  to  compare metabolic  fluxes  under 
euglycemic  and  hypoglycemic  conditions.  The  average  of  individually  calculated  TCA 
cycle  rates  (VTCA)  under  hypoglycemic  clamp  conditions  was  similar  to  the  average 
values  obtained  under  euglycemic  conditions  (table  3.2). When  the  TCA  cycle  rates 
were  calculated  from  averaged  datasets  (figure  3.4C,  see  figure  in  appendix  for 
individual  fits  of  all  participants)  similar  values  were  obtained  (0.48  and  0.43 





Refitting  the data with VX = 1 μmol/g/min resulted  in slightly  lower values  for VTCA of 
0.43 μmol/g/min during euglycemia and 0.38 μmol/g/min during hypoglycemia, but the 
difference between  the  two  groups  remained non‐significant. We  cannot  completely 
exclude  the possibility  that Vgln, VLDH  and VX  are modulated by  the  level of  glycemia 
itself,  but  there  are  no  data  available  to  support  such  a  notion.  Thus,  identical 
assumptions for the fixed model parameters were used for both glycemic conditions. 
 







  Euglycemia   Hypoglycemia   P‐value#  
VTCA (μmol/g/min)  0.48 ± 0.03   0.43 ± 0.08   0.42 
Vdil (μmol/g/min)  0.61 ± 0.25   0.61 ± 0.39   0.89 





glucose  handling  by  the  human  brain  in  vivo.  Despite  the  fact  that  hypoglycemia 
considerably  stimulated  glucose  counterregulation,  which  is  under  control  of  the 
central nervous system, metabolism of glucose  in the occipital tissue of the brain was 
remarkably  similar  under  hypoglycemic  and  euglycemic  conditions.  Indeed,  the  time 
courses of 13C labeling of both glutamate C4 and glutamate C3 during hypoglycemia and 
during  euglycemia  were  superimposable,  when  corrected  for  plasma  isotopic 
enrichment,  and  the  rate  of    TCA  cycle  flux  was  around  0.5  μmol/g/min  on  both 
occasions. These calculated  fluxes are  in  line with previously  reported values  for VTCA 
under hyperglycemic conditions (28‐30). 
This  is  the  first  study  to  investigate and quantify  cerebral glucose metabolism under 
hypoglycemic conditions in humans using 13C MRS. The lack of a difference in cerebral 
glucose metabolism  between  hypo‐  and  euglycemia  contrasts with  a  1H MRS  study, 
which  suggested  slowing  of  the  TCA  cycle  rate  during  hypoglycemia  based  on  a 
reduction  of  the  glutamate  to  creatine  ratio  (7).  However,  snapshot  1H MR  spectra 
provide  steady‐state  levels  of metabolites  and  cannot  be  used  to  quantify  cerebral 
glucose metabolic fluxes, as  is possible with dynamic 13C MRS. Moreover, our findings 
are  in  line with a  13C MRS  study  in  rats  (31)  in which overall  cerebral metabolism  in 
control animals was not affected by hypoglycemia.  
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been  used  (23,25).  In  the  present  study,  the  data  were  fitted  assuming  VX  =5 
μmol/g/min to optimize the fitting.  
There are  several potential mechanisms  that  could maintain normal  cerebral glucose 
metabolism  during  hypoglycemia. A  plausible  explanation would  be  a  compensatory 
increase  in  cerebral uptake of  lactate.  In agreement with previous observations  (34), 




that  brain  transporter  activity  for monocarboxylic  substrates  such  as  lactate  can  be 
increased  two‐fold  during  hypoglycemia,  which  would  support  the    hypothesis  of 
increased  lactate  consumption  during  hypoglycemia. Moreover,  even  under  resting 
conditions,  increases  in  lactate  availability  stimulate  consumption  of  lactate  by  the 
brain at the cost of reductions  in glucose utilization  (35). Our model does not  include 
net lactate uptake, because this flux is small and can be neglected under physiological 
conditions.  However  it  is  possible  that  the  increased  plasma  lactate  level  during 
hypoglycemia  could  result  in  increased net  lactate uptake  in  the brain. Therefore,  to 
assess  the  potential  contribution  of  net  lactate  uptake,  we  performed  additional 
modeling  incorporating  net  lactate  uptake  (0.2  μmol/g/min,  estimated  from  lactate 









moderate hypoglycemia. As  13C MRS of  the brain was usually performed  in a  limited 
area  of  the  occipital  cortex,  we  cannot  exclude  that  regional  variation  in  cerebral 
glucose  metabolism  occurs.  It  is  also  possible  that  increased  cortical  activation  in 
response  to  hypoglycemia  stimulated  glucose  uptake  so  that  any  fall  in  glucose 
metabolism  was  sufficiently  compensated  for.  PET  studies  have  demonstrated 
increased  cortical activation during hypoglycemia  (~2.6 mmol/l)  in  various  regions of 
the brain  in diabetic men  (8,9), but not  in  the occipital  cortex where  reduced  rather 
than increased activation was observed.  
It is possible that the relatively mild hypoglycemic condition imposed during this study 
was  only  strong  enough  to  stimulate  hormonal  counterregulation,  but  that  deeper 
hypoglycemia  is  required  to  induce  impairments  in  cerebral  glucose  metabolism. 
However,  a  clamp  at  much  lower  glucose  levels  may  be  hard  to  achieve  while 
maintaining  stable  glucose  infusion  at  a  sufficient  rate,  which  is  required  for 
administration of the 13C isotope. In addition, more severe hypoglycemia would expose 
participants to significant more discomfort and risk.  
In conclusion, our  results  indicate  that acute moderate hypoglycemia does not affect 
cerebral  glucose metabolism  in healthy human  volunteers.  Thus,  the healthy human 
brain  appears  sufficiently  resilient  to withstand moderate  drops  in  plasma  glucose, 
potentially as a consequence of  increased  lactate availability. Our study provides new 
insights into mechanisms that protect the brain from substrate deprivation, which may 
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episodes  per  week.  This  study  investigated  the  effect  of  hypoglycemia  on  cerebral 
glucose metabolism  in patients with uncomplicated  type 1 diabetes mellitus  (T1DM). 
Hyperinsulinemic euglycemic (glucose 5.0±0.2 mmol/L, n=8) and hypoglycemic (2.9±0.2 
mmol/L, n=8) glucose  clamps were performed on  separate days, using  [1‐13C]glucose 
infusion  to  increase  plasma  13C‐enrichment.  In  vivo  brain  13C  magnetic  resonance 
spectroscopy  (MRS) was used  to measure  the  time‐course  of  13C‐label  incorporation 
into different metabolites and  to calculate  the  tricarboxylic acid cycle  flux  (VTCA) by a 
one‐compartment metabolic model. We  found  that  cerebral  glucose metabolism  as 
reflected  by  the  VTCA  was  not  significantly  different  comparing  euglycemic  and 
hypoglycemic conditions  in T1DM patients. However, the VTCA was  inversely related to 
the HbA1C and was, under hypoglycemic conditions, approximately 45% higher than in a 
previously  investigated  group  of  healthy  subjects  (0.62±0.15  versus  0.43±0.08 





episodes  per week  and  one  severe  hypoglycemia  each  year  (1).  Because  the  brain 
depends  almost  exclusively  on  glucose,  recurrent  hypoglycemia may  be  a  threat  for 
cognitive dysfunction and cerebral damage. Patients with T1DM are at  increased  risk 
for  accelerated  cognitive  decline  and  possibly  for  dementia  (2,3).  Interestingly, 
however, T1DM patients enduring  recurrent episodes of  severe hypoglycemia do not 
appear  at  greater  risk  of  developing  cognitive  function  impairment  than  patients 
without  such  a  history  (4).  This  suggests  that  recurrent  hypoglycemia  can  induce 
protective  adaptations  with  respect  to  cerebral  glucose  metabolism  or  that 
hyperglycemia is at least as detrimental for the brain as hypoglycemia. 
Recently,  we  showed  that  brain  glucose  metabolism  in  young  healthy  subjects  at 
glucose  levels  of  ~3  mmol/L  did  not  differ  from  that  at  normal  glucose  levels  as 
reflected  by  similar  tricarboxylic  acid  cycle  rates  (VTCA)  (5).  This  remarkable 
maintenance of  normal  TCA  cycle  fluxes  during  symptomatic  hypoglycemia  indicates 
that  the  glucose  threshold  for  effects  on  cerebral metabolism  lies  below  3 mmol/L, 
either because  the brain  can endure  low glucose  levels or because entrance of non‐
glucose  energy  substrates  such  as  lactate  compensates  for  the  fall  in  glucose  (6‐9). 




uncomplicated,  reasonably well‐controlled T1DM. To do  so, we  applied  13C magnetic 
resonance  spectroscopy  (MRS)  of  the  human  brain  during  euglycemic  and 
hypoglycemic  glucose  clamps with  infusion of  [1‐13C]glucose,  as described previously 
(5,10). With this approach it is possible to directly assess the effects of hypoglycemia on 
cerebral  glucose metabolism,  and  therefore  to  compare  VTCA  under  euglycemic  and 
hypoglycemic  conditions.  In  addition,  since we  applied  a  similar protocol  to  subjects 
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Ten  patients with  T1DM  gave written  informed  consent  before  participating  in  this 
study, which was approved by the institutional review board of the Radboud University 






weeks  apart.  Female  subjects were  tested  at  4‐  or  8‐week  intervals  to  ensure  that 
experiments took place during corresponding periods of the menstrual cycle.  
Hyperinsulinemic	glucose	clamps	
The  experimental  procedure  has  been  described  in  detail  before  (5,10).  All  patients 
came to the magnetic resonance (MR) research facility at 8 AM after an overnight fast 
and  after  having  abstained  from  alcohol  and  caffeine  containing  substances  for  24 
hours. Patients were  instructed  to  reduce  the basal  insulin dose by 25%  the evening 
before the clamp to avoid hypoglycemic incidents, to check their blood glucose level at 
~2 AM,  to omit  the  insulin dose on  the morning of  the  clamp,  and  (if  applicable)  to 





of  the contralateral arm  for administration of  13C‐glucose and  insulin. Before patients 
were placed  in the scanner,  low dose  insulin was  infused to normalize plasma glucose 
levels  (5‐8  mmol/L).  MR  reference  measurements  were  acquired  for  30  minutes 
without administration of exogenous  13C  labeled glucose, subsequently  followed by a 
hyperinsulinemic  (60  mU/min/m2)  euglycemic  (5.0  mmol/l)  or  hypoglycemic  (3.0 
mmol/l)  glucose  clamp.  A  30  mL  bolus  of  100%  enriched  [1‐13C]glucose  20%  w/w 
(Campro Scientific, Veenendaal, The Netherlands) was given, 5 minutes after the start 
of insulin administration to rapidly increase plasma glucose 13C enrichment, followed by 
variable  infusions  of  40%  or  50%  enriched  [1‐13C]glucose  20%  w/w  during  the 
euglycemic  and hypoglycemic  experiments,  respectively. Blood was  sampled  every  5 
minutes for immediate determination of plasma glucose (Beckman glucose analyzer II, 
Coulter,  Fullerton,  CA  or  Biosen  C‐line,  EKF  diagnostics,  Barleben/Magdeburg)  and 
lactate  (Biosen  C‐line,  EKF  diagnostics,  Barleben/Magdeburg),  and  for  later 
measurement  of  plasma  13C  isotopic  enrichment  of  glucose  and  lactate  by  high 
resolution  proton  nuclear  magnetic  resonance  (1H  NMR)  at  500  MHz  (13,14).  At 
baseline,  at  t=30 minutes  after  the  start of  the  clamp  and  at  the  end of  the  clamp, 




MR  experiments  were  conducted  with  the  same  protocol  applied  to  the  healthy 
volunteers  (5)  on  a  3T  MR  system  (Magnetom  Trio,  Siemens,  Erlangen,  Germany) 





45°  alpha  pulse was  used  to  observe  13C‐MR  signals  from  CH,  CH2  and  CH3  groups 
simultaneously. Broadband proton decoupling (WALTZ‐16 (17)) was applied to simplify 
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the MR  spectra. MR  spectra were acquired  from a  voxel of ~125 mL  in  the occipital 
brain tissue. Each spectrum consisted of 72 scans with a TR of 2 seconds, resulting in a 
total duration of 2.5 minutes. Acquisition of 13C MR spectra started 20 minutes before 





To  remove  contamination  of  natural  abundance  13C MR  signals,  averaged  reference 
spectra were subtracted from the dynamic spectra acquired during 13C‐labeled glucose 
infusion. After application of a moving average of 15 minutes the peaks of  interest  in 




assuming  that mI  peaks  equaled  1.1%  of  6  μmol/g  (20).  The  ratio  between  the mI 





metabolic fluxes representing the TCA cycle  (VTCA), the  loss of  label through exchange 
with unlabeled glutamine (Vefflux), and the exchange of intracellular lactate with plasma 
lactate (Vdil). The model was adapted to  include  inflow from  labeled plasma  lactate. A 
series of differential equations describe  the  fluxes of  13C  labels  from and  to different 
metabolite  pools.  Plasma  glucose  and  lactate  concentrations  and  13C  isotopic 
enrichments were used  as  input  for  the metabolic model.  The  time  courses of  label 
incorporation into glutamate at the C4 (Glu4) and C3 (Glu3) position were fitted with a 
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non‐linear  least‐squares  minimization  algorithm  in  matlab  2008  (The  Mathworks, 
Natick, MA,  USA).  This  results  in  values  for  the  flux  parameters.  This  analysis  was 
performed  on  all  datasets  of  individual measurements.  Note  that  since  the  current 
model used the exact  lactate concentration  input‐curves, rather than approximations, 




Differences  in means were  tested by  two‐tailed  Student’s  T‐tests. Graphpad Prism 4 




To  assess  the metabolic  effects  of  hypoglycemia  in  T1DM  patients  a  total  of  eight 
hyperinsulinemic  euglycemic  and  eight  hypoglycemic  clamps  were  performed.  Six 











The  clamps  started  with  infusion  of  a  30  mL  100%  [1‐13C]glucose  bolus  to  rapidly 
increase plasma 13C enrichment for steady state conditions. As a consequence, plasma 





Figure  4.1:  A)  Plasma  glucose  levels  during  euglycemic  (closed  symbols)  and 
hypoglycemic  clamps  (open  symbols).  B)  Plasma  glucose  13C  enrichment  during 
euglycemia  (closed  symbols) and hypoglycemia  (open  symbols). All data expressed as 
means ± SEM. 
Hypoglycemia  stimulated  the  release  of  the  glucose  counterregulatory  hormones, 
adrenalin,  noradrenalin,  cortisol  and  growth  hormone  (figure  4.2),  but  not  that  of 










13C MRS was  performed  to  assess  the  tissue  concentrations  of  13C‐labeled  cerebral 
metabolites derived from glucose during the hyperinsulinemic clamps. Metabolic fluxes 






the brain  (figure 4.3)  that were measured  sequentially with  a  time  resolution of 2.5 
minutes. 
 
Figure 4.3:  Spectrum  acquired  in  15 minutes, after  correction  for baseline  spectra  to 
remove  residual  fat  contamination  (note  that myo‐inositol  signal  is  also  not  visible 
because  the  concentration  in  the  reference  spectra  is  the  same  as  in  the  dynamic 
spectra);  this  is an example of a  spectrum  fitted  in  jMRUI  to derive concentrations of 
different labeled metabolites. ppm, parts per million. 
 
Plasma  lactate  concentrations and  lactate  13C enrichment  increased over  the  first 20 
minutes  of  the  clamp.  Thereafter  plasma  lactate  levels  stabilized  around  1.42±0.03 




Figure 4.4: Plasma  lactate  13C enrichment during euglycemic  (A) and hypoglycemic  (B) 




The time‐courses of  isotope  incorporation  into glucose metabolites  in the brain tissue 
showed  greater  increase  of  13C Glu4  than  of Glu3  consistent with Glu4  being  labeled 
during  the  first  turn of  the TCA cycle, and Glu3 during  the second,  irrespective of  the 




Figure  4.5:  Brain  glutamate  C4  and  C3  concentrations  during  euglycemic  (A)  and 
hypoglycemic (B) clamps, together with the respective fits (solid lines) by the metabolic 





all  individual datasets, but  that  for  reasons of clarity  figures 4.5C and 4.5D  show  the 
averaged fits of the time courses of Glu4 and Glu3 on top of the averaged data.  
In patients with  type 1 diabetes,  calculated  values  for VTCA were not different under 
euglycemic  or  hypoglycemic  conditions  (0.59±0.19  versus  0.62±0.15  μmol/g/min, 
euglycemia versus hypoglycemia respectively, P=0.72). This did not change when only 
patients for whom there were complete data sets under both glycemic conditions were 







Figure 4.6:  Inverse  correlation between  the glycosylated hemoglobin  (HbA1C) and  the 




in  T1DM  patients was  significantly  higher  under  hypoglycemic  conditions  (0.43±0.08 
versus  0.62±0.15  μmol/g/min,  P=0.014)  (figure  4.7).  There  were  no  significant 













flux was  approximately  45%  higher  in  patients  than  in  controls  under  hypoglycemic 
conditions. We also found that VTCA was inversely correlated with HbA1C in patients with 
T1DM.  These  findings  suggest  adaptations  to  endure  hypoglycemia  in  the  type  1 
diabetic  brain  that  are  not  present  in  the  non‐diabetic  brain.  Since  deeper 
hypoglycemia  will  eventually  cause  brain  glucose  metabolism  to  deteriorate,  these 
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hyperglycemic  conditions  (23).  This  is  in  accordance  with  our  findings  during 
euglycemia. A positron emission tomography (PET) study found no differences in brain 
glucose metabolism during hypoglycemia between type 1 diabetic patients and controls 
(24), which  is  contrary  to our  findings under hypoglycemic  conditions. However,  the 
measurement of glucose metabolism in this PET study was based on the rate of blood‐
to‐brain glucose uptake rather than on the quantification of glucose metabolites. Other 
differences  include  the much milder  level of hypoglycemia attained during  the clamp 
(plasma  glucose,  3.6 mmol/L)  and  the poor  level of  glycemic  control of  the patients 
enrolled  (HbA1C  10.1%),  which  make  a  direct  comparison  with  the  current  study 
difficult.   





effect,  although we  cannot with  certainty  rule  out  an  effect  of  diabetes  per  se.    A 
variety of adaptive mechanisms have previously been  suggested,  including enhanced 
brain glucose uptake (25,26), increased storage of glycogen in the brain (27,28), or use 
of  non‐glucose  compounds  (6‐9,29,30).  However,  most  of  these  suggestions  lack 
sufficient  support  from  studies  in  humans.  For  instance,  in  contrast  to  rodent  data 
(31,32), studies in humans have generally failed to confirm that recurrent or prolonged 
hypoglycemia increases brain glucose uptake during subsequent hypoglycemia (33‐35). 
Also,  the  potential  contribution  of  glycogen  supercompensation  as  a  clinically 
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as  lactate,  from  the plasma  into  the brain during hypoglycemia has been observed  in 
T1DM patients with hypoglycemia unawareness, presumably as adaptation to recurrent 
hypoglycemia  (37). Our data are  in  line with  these observations when assuming  that 
increased  lactate uptake  contributes  somehow  to maintain brain  energy metabolism 
during  hypoglycemia.  In  contrast,  animals  exposed  to  recurrent  hypoglycemia were 
recently reported to have decreased brain glucose consumption and lower VTCA during 
subsequent  hypoglycemia,  whereas  the  consumption  of  non‐glucose  compounds 
remained  unaffected  (38).  The  discrepancy  with  our  data  may  be  explained  by 
differences  in  species  and  by  a  different  study  design,  since  our  patients  were 
instructed  to avoid hypoglycemia  for at  least 24 hours prior  to  the  clamps. Whether 
repeated  antecedent  hypoglycemia  reduces  VTCA  during  subsequent  next‐day 
hypoglycemia in humans remains to be seen. 
A  potential  benefit  of  increased  brain  metabolism  under  hypoglycemia  may  be 
increased ability to endure hypoglycemia. Studies in rats have indicated that exposure 
to  recurrent  (moderate)  hypoglycemia  protects  against  the  development  of  brain 




A  recent  report  found  that  in  patients  with  T1DM  and  recurrent  hypoglycemia, 
hypoglycemia resulted in less regional brain deactivation during working memory tasks 
than  in  healthy  subjects  (41).  The  authors  interpreted  this  as  a  form  of  cerebral 
inefficiency  in  that  the  patients  needed  to  engage more  brain  regions  to  preserve 
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cognitive  function  during  hypoglycemia.  However,  it  could  also  be  interpreted  as 






voxel  in  the occipital cortex, a general  limitation of brain  13C MRS, so that we cannot 
vouch  for  other  brain  regions.  Also,  the metabolic modeling  requires  a  number  of 
assumptions  on  cerebral  metabolite  concentrations  and  fluxes.  These  assumptions 
were  identical  to  those used before  (5), and  therefore  the  same  limitations apply.  It 







the TCA  cycle  flux during hypoglycemia was higher  in T1DM patients  than  in healthy 
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Supplemental  figure:  Fluxes  during  euglycemic  and  hypoglycemic  clamps  in  patients 



























The concentration of  lactate  in plasma samples can be used as a biomarker  for many 
physiological and pathophysiological processes  in  the body.  In  this particular case we 
were interested in assessing metabolic information on cerebral metabolism in humans 
during hypoglycemia. This  is achieved by  introducing  [1‐13C]glucose  to  the body  (1,2) 
and obtaining MR spectra of the brain. As there is more and more evidence that lactate 
is  involved  in  brain  energy metabolism  under  hypoglycemic  conditions  (3‐6),  it was 
necessary to assess plasma  lactate concentrations and plasma  lactate  13C enrichment. 
In  particular,  exchange  between  brain  and  plasma  lactate  was  incorporated  in  the 
metabolic  model  used  in  chapters  3  and  4.  This  however  requires  a  validated 
measurement of plasma lactate concentration. 
It  was  chosen  to  derive  lactate  concentration  in  the  plasma  samples  from  proton 
nuclear magnetic resonance spectra (1H NMR), which were also used for determination 




to  ongoing  metabolism  in  the  tube.  To  test  the  accuracy  of  the  subsequent 
determination  of  lactate  concentrations  by  1H NMR we  introduced  a  fast  enzymatic 







the  group  presented  in  chapter  4.  In  3  patients  datasets were  collected  during  two 
separate  experiments,  once  under  euglycemic  and  once  under  hypoglycemic 
conditions. Additional data of 1 other patient during euglycemia, and 3 others during 






method  measuring  lactate  oxidation  referred  to  as  enzymatic‐amperiometric 
measurements using  chip‐sensor  technology. A 20 µL plasma  sample  is diluted  in an 
eppendorf cup containing a buffer solution. The eppendorf  is positioned  in the Biosen 
apparatus, and the  lactate concentration  in the sample  is determined  in ~30 seconds. 
The  Biosen  technique  has  been  scientifically  validated  for  the  use  in  physiological 








samples were  collected  in  fluoride  containing  tubes  to  stop metabolic processes and 
oxalate as anticoagulant to stop lactate metabolism. These tubes were stored on ice for 
1 to 5 hours as it was logistically not possible to further process the samples during the 
ongoing  in  vivo MRS  experiment.  Afterwards,  the  samples were  centrifuged  for  10 
minutes  at  3000  revolutions  per  minute  (RPM)  and  a  temperature  of  4°C.  The 
supernatant was collected in eppendorf cups and stored at ‐80°C. In the preparation for 




not  lyophilized.  It was not necessary  to  remove  all water  content,  since NMR water 
suppression  techniques  improved  dramatically  over  the  last  decades.  For  absolute 
quantification a reference compound was added. This consists of 20 µL of a trimethyl‐
silyl‐2,2,3,3‐tetradeuteropropionic  acid  (TSP)  solution,  prepared  by  2.6  mg  of  TSP 
diluted in 2.5 ml of D2O. The D2O is required to lock the NMR field. Finally 650 µL of the 
mixed sample was transferred into an NMR tube and stored at 5°C. These samples were 
measured  in  a  500 MHz NMR  spectrometer with  a  1D NOESY  sequence  to  achieve 
excellent water suppression and an optimal spectral baseline (11). The spectra obtained 
were  processed  in  Topspin  and  AMIX  (Bruker  Biospin, Germany),  1D‐deconvolutions 
were applied on 4 out of 6 peaks of lactate and the reference compound TSP to acquire 
signal  integrals. The known concentration of TSP was used  to derive  the  total  lactate 
concentration and  the  signal  intensities of  the  lactate peaks  could be used  to derive 
plasma lactate 13C enrichment. 
Results	
In  total 219  samples  from 10  separate  experiments were processed with  the Biosen 
lactate analyzer and  the  1H NMR method  to derive plasma  lactate concentrations. As 
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mentioned before   pH adjustment was not performed to shorten and simplify sample 
preparation..  The  positions  of  the  lactate  methyl  peaks  are  pH  insensitive,  but  a 
resonance position of alanine  is pH dependent  resulting  in overlap with  the  low‐field 




Figure  5.2:  Example  of  lactate  doublet  surrounded  by  13C  doublet  of  doublets.  13C 





From  the  part  of  the  spectrum  displayed  in  figure  5.2  it  is  however  not  possible  to 
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calculate  the  absolute  lactate  concentration,  as  this  requires  quantification  of  the 
reference  component.  In  figure  5.3  the  scale  of  the  last  spectrum  of  figure  5.2  is 
broadened  to  include  this  TSP  reference  peak.  The  absolute  intensity  of  the  lactate 
peaks is much lower than that of the TSP peak. 
 




measurements  of  plasma  lactate  nicely  correlate.  The measurements  with  1H  NMR 



















derive  lactate  concentrations  from  1H NMR  spectra was  already  demonstrated  (10). 





1H NMR  quantified  lactate  concentrations.  It  is  clear  from  these  results  that  at  low 
plasma  lactate  values  (1‐3 mmol/L)  the  1H NMR  data  slightly  underestimate  lactate 
compared to the Biosen method, but the deviation present is acceptable. The deviation 
from  unity  is  different  for  each  dataset;  the  nature  of  this  difference  in  systematic 
deviation could not be derived  from this study. Based on these data we can however 
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The  objective  of  this  study was  to  investigate  the  relationship  between  plasma  and 
brain  glucose  levels  during  euglycemia  and  hypoglycemia,  in  healthy  subjects  and 
patients with type 1 diabetes mellitus (T1DM). Hyperinsulinemic euglycemic (5 mmol/L) 
and hypoglycemic  (3 mmol/L)  [1‐13C]glucose  clamps were performed  in eight healthy 
subjects and nine patients with uncomplicated T1DM  (HbA1c 7.7±1.4%). Brain glucose 
levels  were  measured  by  13C  magnetic  resonance  spectroscopy.  Linear  regression 
analysis was used to fit the relationship between plasma and brain glucose levels and to 
calculate  reversible Michaelis‐Menten  (MM)  kinetic parameters. Brain glucose  values 
during euglycemia  (1.1±0.4 μmol/g versus 1.1±0.3 μmol/g, p=0.95) and hypoglycemia 
(0.5±0.2  μmol/g  versus  0.6±0.3  μmol/g,  p=0.52) were  comparable  between  healthy 
subjects and T1DM patients. MM kinetic parameters of combined data were calculated 
to  be  Tmax/CMRglc=2.25±0.32  and  Kt=1.53±0.88 mM, which  is  in  line with  previously 
published data obtained under hyperglycemic conditions. In conclusion, the linear MM 
relationship between plasma and brain glucose can be extended to low plasma glucose 
levels. We  found  no  evidence  that  the  plasma  to  brain  glucose  relationship  or  the 








about  glucose  transport  over  the  blood‐brain  barrier  (BBB)  during  hypoglycemia  is 
important  because  the  brain  is  dependent  on  continuous  supply  of  glucose  as  its 
principal source of energy. 
Glucose  transport over  the BBB  takes place  through  facilitated diffusion mediated by 
the glucose  transporter, GLUT1  (2). Cerebral glucose content depends on  the plasma 
glucose  concentration,  transport of glucose  in and out of  the brain and  the  cerebral 
metabolic  rate  of  glucose  (CMRglc).  Several  studies  using  magnetic  resonance 
spectroscopy  (MRS) have  shown  that over a  range of plasma glucose  from 4.6  to 30 




implications  for  our  understanding  of  brain  glucose  handling  under  conditions  of 





been  shown  in  rats  (5),  is  currently  unknown.  In  fact,  the  uncertainty  of  published 





Infusion  of  isotopically  enriched  glucose  to  improve  the  sensitivity  of  the  MRS 
measurements  conflicts  with  obtaining  hypoglycemia.  We  recently  developed  a 
protocol  to measure  brain  glucose metabolism  under  euglycemic  and  hypoglycemic 










hypoglycemiaa  severe  hypoglycemic  incident  in  the  past  6  months  or  evidence  of 
hypoglycemia unawareness on the Clarke’s questionnaire (9,10) . Patients with signs of 
autonomic neuropathy, peripheral neuropathy, proliferative  retinopathy, or micro‐ or 
macroalbuminuria  by  review  of medical  records  or  physical  examination  were  also 
excluded  from  participating.  The  study  protocol  was  approved  by  the  institutional 
review board of  the Radboud University Nijmegen Medical Centre and all volunteers 
gave  written  informed  consent.  For  subjects  participating  to  both  euglycemic  and 
hypoglycemic  study  protocols,  experiments were  scheduled  in  random  order  and  at 
least 2 weeks apart. In females, a 4‐ or 8‐week interval was chosen to avoid influences 





Hyperinsulinemic  (60  mU/min/m2)  euglycemic  (5.0  mmol/l)  or  hypoglycemic  (3.0 
mmol/l)  glucose  clamps  were  conducted,  as  described  previously  (7,8).  Briefly,  the 
brachial artery was cannulated for blood sampling and a contralateral antecubital vein 
was  cannulated  for  administration  of  insulin  and  glucose  20%  to  maintain  plasma 
glucose  at  the  predetermined  level  for  at  least  50 minutes.  Exogenous  glucose was 
given  in  the  form  of  [1‐13C]glucose  20%  w/w  at  variable  enrichments  as  described 
earlier  (8)  to  increase plasma  13C enrichment  to  stable  levels during both euglycemic 
and  hypoglycemic  experiments.  Arterial  blood  was  sampled  every  5  minutes  for 
immediate determination of plasma glucose  levels and  for  later determination of  13C 
isotopic enrichment of glucose by nuclear magnetic resonance (1H‐NMR)(11,12).  
Magnetic resonance spectroscopy 
All  data  were  acquired  on  a  3T  MR  system  (Magnetom  Trio,  Siemens,  Erlangen, 
Germany)  (7,8).  A  13C  coil  was  placed  in  a  birdcage  1H  coil  (13),  and  an  ISIS‐DEPT 
sequence was used for  localization and polarization transfer to  increase the signal‐to‐





glucose values were stable, were averaged.  In  the  resulting spectra, peaks of glucose 
and myo‐inositol  (mI) were  fitted with  the  advanced magnetic  resonance  (AMARES) 
algorithm (15) in jMRUI (16). The natural abundance signal of mI was used to quantify 
the  13C‐labeled  glucose  concentration,  based  on  the  premise  that  mI  has  a  stable 
concentration of 6 μmol/g (17,18). We assumed that mI was not labeled by exogenous 
[1‐13C]glucose in the time frame of the experiment (18). 13C MR spectra measured from 







Michaelis‐Menten  (MM)  kinetic  parameters  were  derived  from  the  data  using 
reversible  MM  kinetics,  as  described  by  Gruetter  et  al.  (3),  assuming  a  linear 
relationship between plasma glucose  (Glcpl) and brain glucose  (Glcbr).  In  this model Kt 
denotes  the MM constant  for substrate concentration at half maximal  transport, Tmax 


















The  data  in  this  study  were  fitted  by  linear  regression  analysis.  From  this  linear 
relationship  Tmax/CMRglc  and  Kt  were  calculated.  The  kinetic  parameters  were 
determined using a bootstrapping method implemented in Matlab (Mathworks, Natick, 









Baseline  characteristics  are  shown  in  table  6.1.  Plasma  glucose  values  during  the 
euglycemic  clamps  averaged 5.1±0.3 mmol/L  (CV 4.1±1.7%)  and 5.0±0.2 mmol/L  (CV 
3.8±1.8%) (P=0.79) in healthy subjects and patients, respectively; corresponding values 
during  the  hypoglycemic  clamps  were  3.0±0.3  mmol/L  (CV  5.7±2.2%)  and  2.9±0.2 
mmol/L (CV 6.9±3.7%) (P=0.67). Plasma glucose 13C enrichments were also stable over 
the  last  50 minutes  of  the  experiment.  In  healthy  subjects,  13C  glucose  enrichments 
were 35.4±1.4% (CV 3.1±1.7%) during euglycemia and 29.9±5.2% (CV 6.0±2.0%) during 
hypoglycemia. In T1DM patients the values were respectively 32.2±2.3% (CV 5.2±2.2%) 
and  30.2±5.3%  (CV  8.9±2.2%).  In  response  to  hypoglycemia,  glucagon  levels 
significantly  increased  in healthy subjects, but not  in patients with T1DM. Levels of all 













mI  signals  between  the  euglycemic  and  hypoglycemic  state  (figure  6.1).  Individual 
steady‐state  brain  glucose  levels  as  a  function  of  plasma  glucose  under  hypo‐  and 
euglycemic clamp conditions are presented in figure 6.2. Brain glucose values averaged 
1.1±0.4 μmol/g and 1.1±0.3 μmol/g  (P=0.95) during  the euglycemic clamps  in healthy 
subjects  and  T1DM  patients,  respectively;  corresponding  values  during  the 
hypoglycemic clamps were 0.5±0.2 μmol/g and 0.6±0.3 μmol/g, respectively (p=0.52). 
  132 Steady‐state brain glucose concentrations during hypoglycemia 
The plasma versus brain glucose  relation was  fitted with  linear  regression analysis  to 
determine the reversible MM kinetic parameters. The linear fit of the total data set in 
figure 6.2 shows that, with 95% confidence (R2=0.59, P<0.0001), cerebral glucose levels 
become  undetectable  within  a  plasma  glucose  range  of  ~0‐2  mmol/L.  The  MM 
parameters  were  calculated  for  the  whole  group  of  healthy  subjects  and  diabetic 
patients to be: Tmax/CMRglc=2.25±0.32 and Kt=1.53±0.88  mM (table 6.2). There was no 
indication that MM parameters differd between the two groups: Tmax/CMRglc=2.43 and 



















(occipital)  4.6 – 29  2.3±0.2  0.6±2.0   
Seaquist et 
al. (6) 
Healthy humans  Periventricles (WM)*  4.4 – 24.5  2.15±0.25  1.96±2.45 





Healthy humans  WM*  5 – 18  2.2±0.12  1.7±0.88 
Healthy humans  GM*  5 – 18  1.8±0.10  1.1±0.66 
Choi et al. 




+ T1DM patients  Occipital  2.5 – 5.3  2.25±0.32  1.53±0.88 
*WM denotes white matter, GM denotes grey matter. 
 
Figure  6.2: Data  of  healthy  subjects  (open  squares)  and  patients with  T1DM  (closed 




In  this  study  brain  glucose  levels  were  measured  by  13C MRS  under  hypoglycemic 
conditions  in  T1DM  patients  and  non‐diabetic  control  subjects.  Previous  studies 
conducted  under  hyperglycemic  conditions  reported  a  linear  relationship  between 
brain and plasma glucose values. Our findings measured under hypoglycemic conditions 
are  consistent with  such  a  relationship  and  provide  evidence  for  linearity  up  to  ~3 
mmol/l.  There was  neither  a  difference  in  cerebral  glucose  content,  nor  in  the MM 
kinetic parameters for cerebral glucose transport between T1DM patients and control 
subjects.  
Previously  calculated  values  for  reversible MM  kinetic  parameters  in  humans  were 
based on data obtained under euglycemic and hyperglycemic conditions and had rather 
large standard deviations (table 6.2). This lack of data made it impossible to draw firm 
conclusions  with  regard  to  brain  glucose  transport  under  hypoglycemic  conditions. 
Knowledge about cerebral glucose transport during hypoglycemia is important, because 
of the brain’s dependency on glucose supply. The values we present for the MM kinetic 
parameters were  assessed  under  hypoglycemic  conditions  and were well within  the 
standard deviations of previously published data in humans (3,4,6) and in rats (5). Our 
data  thus substantiate  that  the  linear  relationship between plasma and brain glucose 
extends  well  into  the  hypoglycemic  range.  Assuming  continuation  of  this  linear 
relationship  between  plasma  and  brain  glucose,  our  data  predict  that  brain  glucose 
approaches zero at a plasma glucose level of ~1.2 mmol/L (figure 6.2).  
The present study demonstrated similar cerebral glucose levels for T1DM patients and 
healthy  subjects under  euglycemic or hypoglycemic  conditions.  This  is  in  accordance 
with  previous  findings  using MRS  obtained  under  clamped  hyperglycemic  conditions 
(20)  and  using  positron  emission  tomography  (PET)  under  hypoglycemic  conditions 
(21). Two studies  reporting higher brain glucose  levels  in patients with T1DM  than  in 
healthy  controls  (22,23).  However,  it  should  be  acknowledged  that  plasma  glucose 
levels were uncontrolled and therefore also much higher in the patients than in control 
subjects. Another study  reported  increased brain glucose  levels measured by  1H MRS 
 135  Chapter 6 
during a hyperglycemic clamp in T1DM patients with hypoglycemia unawareness, which 
the authors  interpreted as a compensatory  response  to  recurrent hypoglycemia  (24). 
Since  we  examined  patients  with  normal  hypoglycemic  awareness,  we  can  neither 
confirm  nor  refute  this  suggestion.  However,  another  study  using  PET  reported  no 
differences  in  cerebral  glucose  content  during  either  euglycemia  or  hypoglycemia 
between T1DM patients with and without hypoglycemia awareness (25). 
To quantify the brain glucose concentrations we made some assumptions. First, since 
the  13C MR  spectra were  acquired  in  a  rather  large  voxel  in  the occipital  cortex, we 
assumed that 5% of the voxel contained blood vessels and corrected for this. Secondly, 
the quantification was based on  the concentration of mI as  internal  reference, which 
we  assumed  to  be  stable.  There  is  some  evidence  that  mI  levels  are  up  to  20% 




resulted  in  Tmax/CMRglc=2.44±0.44  and  Kt=1.70±1.18  mM.  Thus,  the  MM  kinetic 
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Type  1  diabetes  mellitus  (T1DM)  is  an  autoimmune  disease  in  which  the  insulin 
producing cells in the islets of Langerhans have been destroyed. Insulin is necessary for 
a normal glucose metabolism and is particularly important to stimulate glucose uptake 
when plasma glucose  levels  increase, e.g. after a meal. Patients with  type 1 diabetes 
therefore require insulin replacement therapy to prevent abnormal high blood glucose 
content  (hyperglycemia).  Since  chronically  elevated  blood  glucose  levels  are  a  risk 
factor  for  both  micro‐  and  macrovascular  complications,  current  intensive  insulin 
replacement  therapy  is aimed at near‐normalization of glucose excursions. However, 
this  aim  often  goes  at  the  expense  of  episodes  with  low  blood  glucose  levels 
(hypoglycemia). On  average,  patients with  type  1  diabetes  experience  hypoglycemia 
twice weekly. Hypoglycemic events are feared by patients and their relatives because 
of  the  possible  loss  of  control  due  to  cerebral  glucose  deficit.  Patients  experiencing 
recurrent multiple  hypoglycemic  episodes  over  a  short  period  of  time  are  at  risk  of 
developing  hypoglycemia  unawareness,  a  condition  characterized  by  loss  of 
hypoglycemia warning symptoms, particularly increasing the risk for severe, potentially 
hazardous, hypoglycemia. Since the brain requires a constant supply of glucose, many 
patients  are  concerned  that  recurrent  hypoglycemia,  especially  when  severe,  may 
eventually  lead to structural  impairments of cognitive function. How the human brain 





on  cerebral  glucose metabolism  in  humans with  and without  diabetes  using  in  vivo 
dynamic 13C magnetic resonance spectroscopy (13C MRS) as the key investigational tool. 
In chapter 1, the general effects of hypoglycemia on the human brain are described, as 
well  as  the  importance  of  the  brain  for  stimulating  release  of  counterregulatory 
hormones  and  generating  warning  symptoms  during  hypoglycemia.  In  addition  this 
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chapter provides background information on MR methods in general and on 13C MRS in 
particular. Most  importantly,  it describes  approaches  to obtain  13C MR  spectra  from 
localized areas  in the brain with signal enhancement to  improve the basic  low SNR of 
the technique. Moreover,  it describes dedicated hardware  (RF probes) needed for  13C 
MRS to study glucose metabolism in the human brain. An analysis of metabolic fluxes is 
possible with  the  infusion of  13C‐labeled  compounds  and dynamic monitoring of  13C‐
isotope  incorporation  in  various  metabolites.  The  13C  MRS  data  are  quantitatively 
analyzed  and  fed  to  a mathematical metabolic model  to  calculate  rates  of  cerebral 
metabolic  processes.  The  background  of models  developed  for  this  purpose  is  also 
discussed in the first chapter.  
In  the  studies  in  this  thesis,  in  vivo  13C MRS  of  the  human  brain was  employed  to 
measure  the  presence  of  13C  in  glucose  and  its metabolites  under  euglycemic  and 
hypoglycemic  conditions.  However,  performing  hypoglycemic  experiments  is  highly 
challenging  for a number of  reasons. First,  to  increase  the  isotope enrichment above 
the 1.1% natural abundance of  13C  for adequate detection of glucose metabolism by 
brain MRS  it  is necessary to  infuse the  isotope  in the form of glucose ([1‐13C]glucose). 
The way this  is commonly done results  in hyperglycemia, which  is clearly unwanted  if 
hypoglycemia  is  the  goal.  Thus,  the  paradoxical  situation  is  that  the  plasma  glucose 
level  needs  to  be  decreased  to  achieve  hypoglycemia,  while  maintaining  sufficient 
supply of [1‐13C]glucose to increase plasma 13C enrichment for sufficient signal (SNR) in 
the 13C MRS data acquisition. Second it is important that plasma 13C enrichment levels 
are  comparable  under  euglycemic  and  hypoglycemic  conditions  for  meaningful 
comparisons. We applied the hyperinsulinemic glucose clamp technique to achieve this 
goal,  i.e.  infusing  insulin  intravenously  at  a  relatively  high,  but  constant  rate,  using 
infusion  of  [1‐13C]glucose  at  a  variable  rate  to  maintain  plasma  glucose  at  a 
predetermined  level  during  the  experiments.  In  chapter  2,  we  describe  different 
infusion protocols that were designed and tested to create optimal conditions for the 
measurement  of  cerebral  glucose  metabolism  under  euglycemic  and  hypoglycemic 
conditions. We found it impossible to achieve comparable 13C enrichment levels when 
the euglycemic and hypoglycemic  clamps were executed  in  consecutive order during 
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one  experiment.  Therefore, we  applied  the  euglycemic  and hypoglycemic  clamps on 
different  days  and  used  slightly  increased  13C  isotope  enrichment  in  the  glucose 
solutions  for  the  hypoglycemic  experiments.  Application  of  this  design  resulted  in 
stable  and  comparable  plasma  isotopic  enrichment  of  glucose  under  both  glycemic 




The objective of  the work  in chapter 3 was  to  investigate  the effect of acute  insulin‐
induced hypoglycemia on  cerebral glucose metabolism  in healthy humans, measured 
by 13C MRS, using the clamp protocols described in chapter 2. MRS measurements were 
conducted  at  plasma  glucose  levels  of  5  mmol/L  (euglycemia)  and  3  mmol/L 
(hypoglycemia) in random order, in eight healthy subjects on two occasions, separated 
by at least three weeks. The levels of the 13C‐labeled glucose metabolites glutamate C4 
and  C3,  were  measured  over  time  in  the  occipital  cortex  during  the  clamp  by 
continuous 13C MRS in a 3T MR scanner. Time courses of glutamate C4 and C3 labeling 
were fitted using a one‐compartment model to calculate metabolic rates  in the brain. 
Hypoglycemia stimulated  the release of counterregulatory hormones  in  the blood  (all 
p<0.05)  and  tended  to  increase  plasma  lactate  levels  (p=0.07),  as  expected.  After 
correction  for  the  ambient  13C  enrichment  values,  label  incorporation  into  glucose 
metabolites  was  virtually  identical  under  both  glycemic  conditions.  Calculated 
tricarboxylic  acid  cycle  rates  (VTCA),  reflecting  brain  glucose  metabolism,  were  also 
similar during euglycemia and hypoglycemia  (0.48±0.03 μmol/g/min versus 0.43±0.08 
μmol/g/min, p=0.42). These  results  indicate  that  acute moderate hypoglycemia does 
not affect  fluxes  through some main pathways of glucose metabolism  in  the brain of 
young, healthy, non‐diabetic subjects.  
The observation that healthy volunteers maintained normal cerebral metabolism under 
hypoglycemic  conditions  was  somewhat  unexpected.  Since  hypoglycemia  was  deep 
enough  to  stimulate  glucose  counterregulation  and  this  stimulation  is  induced  by 
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hypoglycemia  sensors  in  the  brain,  we  anticipated  changes  in  cerebral  glucose 
metabolism  during  hypoglycemia.  This  finding  may  be  explained  as  follows.  First, 
despite  the  fall  in  cerebral  glucose  delivery,  cerebral  glucose  uptake  may  still  be 
sufficient  to maintain  normal  cerebral  glucose metabolism  under  resting  conditions. 
Alternatively, a  (greater) part of the cerebral metabolism may be  fueled by enhanced 
uptake  of  alternative  substrates,  such  as  lactate.  Indeed,  plasma  lactate  increased 
during hypoglycemia and can cross the blood‐brain barrier.  
To investigate whether the results obtained in healthy volunteers could be reproduced 
in  patients with  type  1  diabetes,  a  similar  study was  conducted  in  a  representative 
group of patients with long‐standing type 1 diabetes mellitus (chapter 4). Patients were 
selected when  they had at  least 10 years diabetes duration, were at  least reasonably 
well‐controlled  (HbA1C  <  9%),  and  were  free  of  vascular  complications  (except 
background  retinopathy).  Checklists  revealed  that  participants  experienced  mild 
hypoglycemic  episodes  on  average  twice  weekly,  but  none  had  evidence  of 
hypoglycemia unawareness.  To  exclude  an  acute  effect of hypoglycemia on  cerebral 
glucose handling, patients were  instructed to reduce their evening dose of  insulin and 
to  check  their  glucose  levels  at  2  AM  before  the  experiments.  Analogously  to  our 
findings  in  healthy  volunteers, we  found  that  the  rate  of  13C‐label  incorporation  in 
glucose metabolites and the VTCA driving this process was similar under euglycemic and 
hypoglycemic  conditions  in  patients  with  type  1  diabetes.  When  the  data  were 
compared to those obtained in healthy volunteers, the VTCA was significantly greater in 
patients  with  T1DM  during  hypoglycemia  (0.62±0.15  versus  0.43±0.08  μmol/g/min, 
P=0.014),  but  not  during  euglycemia  (VTCA=0.59±0.19  versus  0.51±0.07  μmol/g/min, 
P=0.26). Also,  the VTCA was  inversely  correlated  to HbA1C percentage  in patients with 
T1DM  (r=0.56,  P<0.01).  Since  a  lower  HbA1C  level  is  a  well‐known  marker  of 
hypoglycemic burden, these results suggest that the higher VTCA in patients with T1DM 
is  the  consequence  of  an  adaptation  to  recurrent  hypoglycemia,  which  probably 
maintains adequate cerebral metabolism during hypoglycemia.  
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The  plasma  lactate  concentration  is  an  important  input  factor  for  the  cerebral 
metabolic  model,  used  to  calculate  rates  of  various  cerebral  metabolic  processes. 
Plasma lactate levels can be measured in blood samples by the lactate dehydrogenase 
test  in the  laboratory. Alternatively, plasma  lactate  levels can be calculated from high 
resolution proton nuclear magnetic resonance (1H NMR). More recently, point‐of‐care 
lactate measurements have become available. We compared the lactate measurements 
performed with  1H  NMR with  those  of  a  validated  point‐of‐care  device,  using  data 
obtained under euglycemic and hypoglycemic  conditions  in patients with T1DM. This 
study, described  in chapter 5,  showed  that  the  results obtained by  the  two different 
methods were virtually  identical. Thus, 1H NMR can be used to obtain reliable plasma 
lactate measurements under various glycemic conditions. 
To  investigate  whether  maintenance  of  cerebral  glucose  metabolism  during 




we  investigated  the  relationship  between  plasma  and  brain  glucose  levels  during 
euglycemia and hypoglycemia,  in healthy subjects and  in patients with T1DM. Data of 




calculate  reversible Michaelis‐Menten  (MM)  kinetic parameters. Brain glucose  values 




and  Kt=1.53±0.88 mM.  Since  these  data  are  in  line  with  previously  published  data 
obtained  under  hyperglycemic  conditions,  we  concluded  that  the  linear  MM 
relationship between plasma and brain glucose can be extended to low plasma glucose 
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levels. No evidence was  found  for differences between healthy  subjects and patients 
with  T1DM,  concerning  the  plasma  to  brain  glucose  relationship  or  the  kinetics 





a minimally  invasive way, dynamic  13C MR  spectroscopy with  infusion  of  13C  labeled 
compounds,  is  a  powerful  technique.  Advanced  software  and  hardware  approaches 
were  implemented  to  realize  this MR  technique  in  humans.  To  accommodate  the 
contradictory needs for sufficient 13C‐label introduction and decreased glucose infusion 
necessary  to reach hypoglycemic conditions we  fine‐tuned  the  [1‐13C]glucose  infusion 
protocol. 
By applying this hyperinsulinemic [1‐13C]glucose clamp protocol in healthy subjects and 
in  patients with well‐controlled  type  1  diabetes mellitus  it was  found  that  cerebral 
glucose metabolism did not change during acute hypoglycemia, neither in patients, nor 
in  controls.  This  preservation  of  cerebral  glucose  metabolism  under  hypoglycemic 




hypothesized  this difference  to be due  to  recurrent hypoglycemia, which potentially 








moderate  hypoglycemia  has  probably  little  adverse  effect  on  the  human  brain.  The 
results of  the work presented  in  this  thesis  therefore may  contribute  to  a paradigm 
shift  with  respect  to  hypoglycemia:  hypoglycemia  may  actually  induce  protective 
mechanisms. This hypothesis needs to be tested in the future.  
A number of  issues  remain open:  it  is not clear what metabolic  reordering  is causing 
and maintaining the increased TCA cycle rate. In this respect the potential contribution 
of  lactate  to  cerebral  glucose  metabolism  under  hypoglycemic  conditions  deserves 


























Het  onderzoek  in  deze  thesis  gaat  over  type  1 diabetes mellitus  (T1DM),  een  ziekte 
waarbij de suikerhuishouding, ook wel het glucose metabolisme genoemd, ontregeld is. 
De oorzaak hiervan is dat een auto‐immuun reactie insuline producerende cellen in de 




patienten  te  behandelen.  Dit  gebeurd  door  het  toedienen    van  insuline  .  Deze 







(hypoglykemie of  “hypo”).  Een patient  kan dit meestal  goed  aanvoelen,  en oplossen 
door  snel  wat  te  eten.  De  symptomen  van  hypo’s  zijn  in  eerst  instantie  mild 
(duizeligheid, dubbelzien) maar worden ernstiger naarmate het glucose gehalte verder 
daalt  (verwardheid,  aggressie). Voor  patienten  en  hun  omgeving  zijn  hypo’s  daarom 
lastig, en soms zefs beangstigend. Ook  is het zo, dat wanneer een patient kort achter 
elkaar meerdere  hypo’s doormaakt  het  risico  bestaat  dat  deze patienten  ongevoelig 
wordt  voor de hypo’s  (hypoglycemia unawareness). De patient  is dan  zelf niet meer 




bloed  is  dit  orgaan  het  meest  kwetsbaar  tijdens  hypo’s,  en  bestaat  de  kans  op 
cognitieve  schade. Hoe  het menselijk  brein  precies  omgaat met  glucose  tijdens  een 
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hypoglykemische  periode  is  echter  onbekend.  Een  beter  begrip  van  glucose 
metabolisme  onder  deze  hypoglykemische  omstandigheden  is  daarom  nodig  en  kan 
leiden  tot de  identificatie van belangrijke processen binnen het glucose metabolisme 
en daarmee tot het vinden van potentiele strategiën om hypoglykemie aan te pakken. 
In  deze  thesis  zijn  de  resultaten  van  verschillende  studies  naar  het  effect  van 
hypoglykemie op het cerebrale glucose metabolisme  in mensen met en zonder type 1 




de koolstof  (C) atomen van het  type  13C  is. Het voordeel hiervan  is echter dat we de 
omzetting van    [1‐13C]glucose  in andere stoffen kunnen volgen over de  tijd.  In de  13C 
spectra zijn alleen signalen afkomsting van 13C atomen zichtbaar, de locatie van de piek 
is  afhankelijk  van  het molecuul waarin  de  13C  zich  bevindt,  en  van  de  locatie  in  het 
molecuul.  In het begin  zijn er daarom alleen pieken  zichtbaar  van glucose,  terwijl er 
later  nieuwe  pieken  verschijnen  omdat  de  glucose  is  omgezet  en  daarmee  het  13C 
atoom zich in een ander molecuul bevindt. De hoogte van de pieken is afhankelijk van 
de concentratie. Figuur 1.16B  laat een voorbeeld zien van  13C spectra die over de tijd 
zijn  opgenomen.  Als  eerste  wordt  13C‐glucose  omgezet  in  [4‐13C]glutamaat  (Glu4  of 
glutamaat C4),  later komt er ook een 13C‐isotoop op de C3 positie  in glutamaat  ([3‐
13C]glutamaat, Glu3 of glutamaat C3). 
In hoofdstuk 1  is beschreven wat de algemene effecten van hypoglykemie zijn op het 










om  zo de  snelheid van metabole processen  te kunnen bepalen. Als  laatste wordt de 
achtergrond van de wiskundige modellen van metabole processen besproken.  
In de  studies beschreven  in deze  thesis wordt  in vivo  13C MRS  in het menselijk brein 
toegepast om de aanwezigheid van 13C  in glucose and glucose‐metabolieten te meten 
onder  normale  en  hypoglykemische  omstandigheden.  Het  uitvoeren  van  zulke 
experimenten  is  om  verschillende  redenen  een  uitdaging.  Zoals  eerder  beschreven 
moet er [1‐13C]glucose worden toegediend. Normaal gesproken leidt dit in vergelijkbare 
experimenten  tot  hyperglykemische  omstandigheden,  wat  hier  duidelijk  ongewenst 
was,  aangezien  het  doel  was  om  hypoglykemische  omstandigheden  te  creeren. 
Daarnaast  is  het  belangrijk  dat  de  13C‐verrijking  van  bloed  glucose  gelijkwaardig  is 
tussen  de  experimenten  onder  normale  en  hypoglykemische  omstandigheden.  Dit 
hebben we bereikt door samen met de  [1‐13C]glucose een grote hoeveelheid  insuline 




experiment  te  analyseren  waarbij  opvolgend  data  was  verzameld  onder  normale 
glucose waarden, en onder hypoglykemische omstandigheden. Daarom  is besloten de 
experiment  te  scheiden  en op  aparte dagen  uit  te  voeren. Om  de  13C‐verrijking  van 
bloed  glucose  vergelijkbaar  te  maken  werd  er  tijdens  de  hypoglykemische 
experimenten  50%  van  de  glucose  toegediend  als  [1‐13C]glucose,  en  tijdens  de 
experimenten met  normale  glucose waarden  40%;  dit  aangezien  er  tijdens  ‘normaal 
glucose’  experimenten  in  totaal  meer  glucose  kon  worden  gegeven.  Deze 





gezonde  personen.  13C MRS metingen werden  uitgevoerd  bij  bloed  glucose waardes 
van 5 mmol/L  (normaal) en 3 mmol/L  (hypoglykemisch)  in 8 gezonde vrijwilligers. Dit 
gebeurde  op  twee  tijdstippen,  tenminste  drie  weken  uit  elkaar  en  in  willekeurige 
volgorde. Uit bloed waarden bleek dat diverse contraregulerende hormonen en lactaat 
verhoogd waren  tijdens  de  hypoglykemische  clamps.  Tijdens  de  experimenten werd 
met een 3T MRI scanner gemeten hoeveel 13C‐glucose werd omgezet  in glutamaat C4 
en  C3  in  de  hersenschors.  Vervolgens  zijn  de  tijdscurves  van  glutamaat  C4  en  C3 
vorming gefit, om zo de metabole fluxen  in het brein te berekenen. Na correctie voor 
het  percentage  [1‐13C]glucose  in  het  bloed waren  de  tijdscurves  tijdens  normale  en 
hypoglykemische  omstandigheden  vrijwel  identiek.  Dit  werd  bevestigd  door  de 
berekende waarde voor de snelheid van de citroenzuur cyclus (VTCA), een waarde voor 
de snelheid van brein glucose metabolism: deze was vrijwel gelijk  tijdens normale en 
hypoglycemische  omstandigheden  (0.48±0.03  μmol/g/min  versus  0.43±0.08 





tot  een  verandering  in  het  brein  glucose metabolisme  aangezien  het  brein  van  een 
gezonde  persoon  nooit  hypo’s  ondergaat. We  hebben  twee  potentiele  verklaringen 
voor onze observaties. Ten eerste kan het zo zijn dat de drempelwaarde waarbij er een 
tekort aan glucose  in het brein optreedt nog  lager  licht dan de hypo die wij hebben 
geinduceerd.  Dat  zou  betekenen  dat  een  bloed  glucose  waarde  van  3  mmol/L 








ze  tenminste 10  jaar diabetes hadden  zonder  verder  complicaties, en dat  ze  redelijk 
goede HbA1C waardes hadden (<9%). Dit laatste betekend dat hun gemiddelde glucose 
waardes  in  de  buurt  zitten  van  gezonde  mensen.  Uit  vragenlijsten  bleek  dat  deze 
patienten gemiddeld twee keer per week een milde hypo hebben en dat geen van de 
patienten ongevoelig is voor hypo’s. De patienten kregen instructies om de nacht voor 
de experimenten hun  insuline  toediening aan  te passen en om hun glucose waardes 
extra te meten, zodat er niet kort voor de experimenten een hypo was opgetreden. Net 
als  in  de  gezonde  vrijwilligers  vonden  we  dat  er  geen  verschil  was  tussen  de  VTCA 
gemeten  onder  normale  en  hypoglykemische  omstandigheden  (0.59±0.19  versus 
0.62±0.15  μmol/g/min).  Echter,  bij  vergelijking  van  de  resultaten  met  gezonde 
vrijwilligers  bleek  dat  de  patienten  onder  hypoglykemie  een  hogere  VTCA  hebben 
(0.43±0.08 versus 0.62±0.15 μmol/g/min, P=0.014), terwijl dit niet het geval  is  tijdens 












waardes  in  een bloed  sample  te meten.  In deze  studie  zien we dat beide methodes 




glucose metabolisme;  door meer  glucose op  te  nemen  kan  er  ook meer  gebruikt  te 
worden, iets wat van toepassing zou kunnen zijn tijdens hypoglykemie. In hoofdstuk 6 
hebben  we  daarom  beschreven  hoe  we  de  kinetiek  van  glucose  opname  kunnen 




tussen  gezonde  mensen  en  patienten  met  type  1  diabetes  onder  zowel  normale 
glykemische  omstandigheden  (1.1±0.4  μmol/g  versus  1.1±0.3  μmol/g,  p=0.95),  als 
tijdens  hypoglykemie  (0.5±0.2  μmol/g  versus  0.6±0.3  μmol/g,  p=0.52).  Alle  data  van 
individuele metingen  van  zowel  gezonde  vrijwilligers  als  patienten  is  daarom  in  één 
keer  gebruikt  voor  de  berekening  van  de MM  parameters, welke  uitkwamen  op  de 
waardes Tmax/CMRglc=2.25±0.32 and Kt=1.53±0.88 mM. Deze data komen overeen met 
eerder  studies  die  zijn  uitgevoerd  onder  normale  en  hyperglykemische 
omstandigheden. We kunnen dus concluderen dat de reversibele MM relatie ook onder 
milde  hypoglykemische  omstandigheden  valide  is.  Aangezien  er  geen  verschil  is 




13C MR spectroscopie  in combinatie met  infusie van 13C‐gelabelde metabolieten  is een 
goede  techniek  om  op minimaal  invasieve  wijze  het  brein  glucose metabolisme  te 
bestuderen  onder  verschillende  glycemische  omstandigheden.  Voor  deze  studies  is 
geavanceerde  software  en  hardware  geimplementeerd.  Daarnaast  is  een  speciaal 
protocol  ontworpen  om  [1‐13C]glucose  toe  te  dienen  en  gelijktijdig  hypoglykemische 
bloed glucose waarden te realiseren.    




glucose metabolisme  kan  niet  verklaard worden  doordat  er  een  verhoogde  glucose 
opname over de bloed‐brein barriere plaats vond tijdens hypoglykemie. Dit zou kunnen 




Opmerkelijk  was  ook  dat  de  citroenzuur  cyclus  snelheid  VTCA  tijdens  hypoglykemie 
ongeveer 45% groter was in patienten dan in controles. De relatie die er bestaat met de 
HbA1C waardes laat zien dat de VTCA gerelateerd is aan hoe dicht de patient een normaal 
glucose  niveau weet  te  benaderen. Deze patienten  hebben  vaker  hypo’s  doordat  ze 
relatief  veel  insuline  gebruiken,  en  daarom  lijkt  deze  aanpassing  van  de  VTCA  een 
mechanisme te zijn om beter om te gaan met de nadelige effecten van hypo´s.   Deze 
observaties  zouden  (deels)  kunnen  verklaren waarom patienten met  type 1 diabetes 
die verschillende keren ernstige hypo’s hebben gehad niet een groter  risico  lopen op 
cognitieve  schade  als  andere  patienten met  type  1  diabetes. Aannemende  dat  onze 










is,  ondanks  de  technische  uitdagingen,  een  waardevolle  techniek  om  brein 





































Professor  Heerschap,  beste  Arend.  Het  was  erg  leerzaam  om  onder  jouw  hoede 
onderzoek te mogen doen. Binnen de spec‐groep weet je vele projecten op het gebied 
van de   MR spectroscopie en  imaging  in één groep te bundelen, waardoor  ik erg veel 
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Professor Tack, beste Cees,  ik denk nog wel eens  terug aan de poli die  ik met  je heb 
gelopen. Hier zag ik voor het eerst wat de impact van type 1 diabetes kan zijn. Jij was de 
grootste optimist in dit onderzoek: waar ik beren op de weg zag, zag jij de impact van 
het onderzoek,  en wist  je mij  en de  andere  co‐auteurs  te overtuigen om  voor high‐
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Beste co‐promotoren, Dr. Marinette van der Graaf & Dr. Bastiaan de Galan, jullie waren 
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vaak behoed voor fouten door secuur te kijken naar de data acquisitie en processing. 
Ook had  je al veel  tijd aan dit onderzoek besteed voordat  ik het  stokje overnam, de 
goede resultaten zijn zeker ook aan jou inzet te danken. Bastiaan, bedankt voor je hulp 
bij  de  experimenten,  je  creatieve  kijk  op  uitwerking  van  de  data  en  je  fantastische 
schrijfwerk,  ik heb erg  veel  van  je  geleerd!  Ik wens  jullie beiden  veel  succes met de 
vervolg  experimenten waarin de  kracht  van MRS wordt  gebruikt om meer  inzicht  te 
krijgen in de metabole processen bij mensen met diabetes. 
I would like to thank Dr. Pierre‐Gilles Henry and Dr. Alexander Shestov from the Center 










Dr.  Udo  Engelke  en  Angelina  Goudswaard  hebben me  veel  geholpen met  de  hoge 
resolutie  NMR.  Frederique  Vermeulen  bedankt  voor  het  opwerken  van  de 
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Christine,  Jannie,  Bob,  Hermien;  thanks  for  helping me  to  get  settled  in  the  group, 
starting up my research,  learning spectroscopy and  lots of fun!  I wish you all the best 
with  your  careers &  families. All  researchers who  started  later  in  the  spec‐group  (in 
random order): Thiele, Hetty, Edwin, Isabell, Patrícia, Alan, Marnix, Barbara, Houshang, 
Yi, Miriam, Bart, Fernando, Eline, Valerio: over the last few years I had a lot of fun with 





Mark & Thiele,  supergaaf dat  jullie mijn paranimfen willen  zijn! Mark, extra bedankt 
voor het eindeloze soldeerwerk aan ‘mijn’ 1H‐13C spoel. Regelmatig was deze stuk, soms 
spontaan, soms ook door mijn eigen  lompheid. Gelukkig wist  je het euvel meestal op 
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